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„Der Bauplan des Lebens“ ist eine häufig benutzte metaphorische Beschreibung, wenn die
Rede von Desoxyribonukleinsäure-Molekülen (kurz: DNA) ist. Dieser Ausdruck kommt
nicht von ungefähr, denn jegliches, bis dato bekannte, irdische Leben basiert in seiner
stark diversifizierten Form auf einem einzigen Mechanismus, in dem DNA die Hauptrolle
spielt.
Die Informationen über ein Lebewesen, vom simplen Archaebakterium bis hin zum Men-
schen, sind in diesen langkettigen, doppelsträngigen Polynukleotiden gespeichert. In eu-
karyotischen Zellen ist die DNA hauptsächlich im Zellkern, ein kleiner Teil in den Mit-
ochondrien, lokalisiert. Von der Körpergröße über die Haar- und Augenfarbe bis hin zur
genetischen Disposition von bestimmten Krankheiten sind alle Merkmale eines Lebewesens
in diesem Molekül als bestimmte Abfolge von vier organischen Basen (Adenin, Thymin,
Guanin und Cytosin) codiert.
Das Rätsel um die Struktur von DNA-Molekülen wurde im Jahre 1953 von den beiden
Molekularbiologen Francis H. C. Crick und James D. Watson im Jahre 1953 gelöst. In
dem von ihnen publizierten Nature-Artikel veröffentlichten sie als erste die Doppelhelix-
Struktur der DNA. Für diese und die darauf folgenden Arbeiten erhielten die beiden zu-
sammen mit Maurice H. F. Wilkins im Jahre 1962 den Nobelpreis für Medizin.
Das menschliche Genom besteht aus etwa 3 Milliarden Basenpaaren. Dies entspricht ca.
23000 unterschiedlichen Genen. Aneinander gereiht wäre die gesamte DNA eines Menschen
ca. 1,8 Meter lang. Damit trotz dieser Länge die DNA in einem nur wenige Mikrometer
großen Zellkern Platz findet, muss die DNA komprimiert und gefaltet werden. Dies ge-
schieht im Zellkern mit Hilfe von Chromatinproteinen, von denen die Histone die promi-
nentesten Vertreter sind. Dabei handelt es sich um „Faltungshelfer“, um die sich DNA-
Doppelstränge aufwinden. Wird DNA im Rahmen der Genexpression abgelesen, muss die
DNA wieder entwunden werden. Dementsprechend wird DNA im Zellkern ständig gebo-
gen, gedehnt und gedreht. Daher sind, für ein gründliches Verständnis dieser biologischen
Prozesse, die mechanischen Charakteristika von DNA-Molekülen von größtem Interesse.
Ein weiterer, aktueller Forschungsschwerpunkt ist die DNA-Sequenzierung. Das Auslesen
der Erbinformationen und deren Interpretation stellen einen Ansatzpunkt im Kampf ge-
9gen und dem tiefer gehenden Verständnis von genetisch bedingten Krankheiten, wie z.
B. einigen Krebsformen, dar. Auch in diesem Kontext ist ein detailliertes Verständnis der
DNA-Eigenschaften von großer Bedeutung.
Erste erfolgreiche Kraftspektroskopie-Experimente an einzelnen DNA-Molekülen wurden
von Smith et al. 1992 durchgeführt. Mit Hilfe einer magnetischen Pinzette konnte eine
externe Kraft an die DNA angelegt und somit mechanoelastische Eigenschaften bei der
Dehnung beobachtet werden. In den darauffolgenden Jahren wurden eine Vielzahl von
Kraftspektroskopieexperimenten an DNA durchgeführt. Dafür wurden ebenfalls andere
Technologien, wie z. B. AFM-Kraftspektroskopie oder Optische Pinzetten benutzt.
Im Laufe der vergangen zwei Jahrzehnte wurden, aufbauend auf diesen Experimenten,
eine Vielzahl von Modellen entwickelt, die versuchen, das Antwortverhalten von DNA auf
extern angelegte Kräfte zu erklären. Bislang konnte jedoch kein Modell sämtliche, bei der
Dehnung von DNA auftretenden Aspekte in ausreichender Weise erklären.
In dieser Arbeit sollen, nach der erfolgreichen Implementierung des neuen Messmodus,
der auf Arbeiten von Ebeling et al. zurückgeht, in einen vorhandenen Messaufbau, mit
Hilfe einer besonderen Form der AFM-Kraftspektroskopie weitere Informationen über den
Prozess der DNA-Dehnung gesammelt werden. Diese sollen dazu beitragen, zusätzliche
Informationen zu sammeln, um so ein klareres Bild der mechanoelastischen Eigenschaften
zu erlangen bzw. schon existierende Modelle der DNA-Dehnung zu überprüfen.
Dazu wird ein Rasterkraftmikroskop in einem selbstangeregten, dynamischen Modus mit
konstanter Anregung betrieben und auf diese Weise Kraftspektroskopie-Experimente an
λ-DNA Fragmenten durchgeführt. Der spezielle Messmodus bietet die Möglichkeit, neben
der konservativen Kraft parallel die Energiedissipation pro Cantileverschwingungszyklus
zu messen. Aus diesem zusätzlichen Datenkanal sollen weitere Informationen über nicht-
konservative Effekte, wie z. B. Strukturänderungen während der Krafteinwirkung, gewon-
nen werden.
Diese Arbeit ist in vier Kapitel eingeteilt. Nach der Einleitung folgt der theoretische Hin-
tergrund der Arbeit. In dem Kapitel wird nach den Grundlagen über die Rasterkraftmi-
kroskopie und Eigenschaften der DNA der mathematische Formalismus zur Auswertung
der Experimente dargestellt. Im Kapitel „Material und Methoden“ wird der verwendete
Messaufbau und das verwendete Material sowie die angewendeten Prozeduren zur Präpa-
ration und Durchführung der Messungen vorgestellt. Im darauf folgenden Kapitel werden
die Ergebnisse der Messungen vorgestellt und diskutiert. Im abschließenden Kapitel wird
die Arbeit zusammengefasst und ein Ausblick auf mögliche, zukünftige Arbeiten gegeben.
2. Theoretische Grundlagen
2.1. Das Rasterkraftmikroskop
Das Rasterkraftmikroskop (engl. Atomic Force Microscope, AFM) wurde im Jahre 1986
vom deutschen Physiker Gerd Binnig, dem schweizer Physiker Christoph Gerber und dem
US-amerikanischen Ingenieur Calvin Quate erfunden [BQG86]. Als Grundlage dieser Ent-
wicklung diente das Rastertunnelmikroskop (engl. Scanning Tunneling Microscope, STM),
das zuvor von G. Binnig, H. Rohrer, C. Gerber und E. Weibel 1982 am IBM Zürich Rese-
arch Laboratory in Rüschlikon, Schweiz entwickelt wurde [Bin+82] und die exponentielle
Abhängigkeit eines Tunnelstroms zwischen einer Messsonde und der zu untersuchenden
Oberfläche ausnutzt.
2.1.1. Aufbau und Funktion
Beim AFM handelt es sich um ein Rastersondenmikroskop, das für die Analyse von Ober-
flächentopographien entwickelt wurde. Anders als beim zuvor entwickelten Rastertunnel-
mikroskop muss die Oberfläche dabei nicht elektrisch leitend sein.
Als Sonde dient bei dieser Technologie eine sehr feine Spitze, die an einem Ende eines Fe-
derbalkens (engl. Cantilever) angebracht ist. Diese Spitze, die meist eine Pyramidenform
mit einer Höhe im Bereich 10-20 Mikrometer besitzt, hat an ihrem spitzen Ende einen
Krümmungsradius von typischerweise 5-20 Nanometern. Der Federbalken ist ca. 100-300
Mikrometer lang, 20-80 Mikrometer breit und 1-10 Mikrometer dick. Der Cantilever mit
Spitze wird als Einheit durch bestimmte Ätztechniken aus einem Substratmaterial, haupt-
sächlich Silizium oder Siliziumnitrid, hergestellt. Am anderen Ende des Federbalkens befin-
det sich der Substratchip. Dieser größere Chip ermöglicht dabei eine bessere Handhabung
als der winzige Cantilever alleine und dient außerdem der Befestigung des Cantilevers in
dem Cantileverhalter [BM07; Haf07].
Das Funktionsprinzip eines AFM hat viele Analogien zu dem eines Profilometers. Die Spit-
ze wird in die unmittelbare Nähe der Oberfläche gebracht. Die Wechselwirkung zwischen
Spitze und Probe wird dann Punkt für Punkt von der Spitze erfasst, indem diese entlang






Abbildung 2.1. – Schema der Funktionsweise eines AFM. Die Probe liegt auf dem Piezo-Scan-
ner auf, die Auslenkung des Federbalkens wird mit dem Lichtzeigerprinzip
detektiert. Quelle: [Adr13], bearbeitet
der Oberfläche rastert. Die Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe kann durch ein so-
genanntes Lennard-Jones-Potential beschrieben werden. Das Lennard-Jones-Potential hat
im einfachsten Fall die Form











Es setzt sich zum einen zusammen aus einem Term, der die attraktiven van-der-Waals-
Kräfte, die durch Wechselwirkungen zwischen induzierten Dipolen entstehen [Isr11], be-
schreibt und reziprok proportional zur sechsten Potenz des Abstands zweier Körper ist
und zum anderen aus einem Term, der die repulsiven, auf der Pauli-Abstoßung beruhende
Kräfte beschreibt. Die Pauli-Abstoßung ist bedingt durch die aus der Quantenmechanik
bekannte Pauli-Regel, nach der keine zwei oder mehr Elektronen den gleichen Satz Quan-
tenzahlen besitzen dürfen. Daher stoßen sich die Atom- bzw. Molekülorbitale zweier Atome
bzw. Moleküle ab [Isr11]. Dieser Term wird als reziprok proportional zur zwölften Potenz
des Abstands angenommen [Isr11; Gie+07].
















Abbildung 2.2. – Form des Lennard-Jones-Potentials, Parameter: ε = 0,5J, r0 = 0,5m
.
In Abbildung (2.2) ist ein Lennard-Jones-Potential mit beliebig gewählten Parametern
dargestellt. Für sehr kleine Abstände überwiegen die Abstoßungskräfte, für große Abstände
die Anziehungskräfte, die im unendlichen verschwinden. Bei dem Gleichgewichtsabstand r0
besitzt das Potential ein Minimum mit dem Betrag ε. Abstoßungs- und Anziehungskräfte
heben sich hier auf, die Nettokräfte sind null.
Die punktweise Detektion der Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe wird realisiert,
indem die Probe unter der ruhenden Spitze bewegt wird. Diese Rasterbewegung wird durch
einen Scanner ermöglicht, dessen zentrale Bauteile piezoelektrische Keramikelemente sind.
Die Funktion dieser Elemente basiert auf dem inversen piezoelektrischen Effekt1. Wird
an einem Piezokristall eine elektrische Spannung angelegt, so verformt sich der Kristall
proportional zu der elektrischen Spannung. Ein AFM-Scanner ermöglicht eine Bewegung
in allen drei Raumrichtungen (benannt mit x- , y- und z-Richtung, wobei die z-Richtung
die Koordinate senkrecht zur Oberfläche ist) [BM07].
1Der direkte Piezoeffekt beschreibt die Entstehung einer elektrischen Spannung an einem Pie-
zokristall aufgrund einer elastischen Verformung des Kristalls. Die Verformung sorgt für eine
Verschiebung von Ladungsschwerpunkten in der Kristallstruktur und somit für eine elektrische
Spannung.
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Die Wahl des Signals, aus welchem die Topographie der Oberfläche rekonstruiert wird,
ist abhängig vom Messmodus (siehe Kapitel 2.1.2). Beim ursprünglichem Modus, dem
sogenannten Contact-Mode, wird die Spitze in direkten Kontakt mit der Probe gebracht.
Dabei wird der Federbalken ausgelenkt. Diese Auslenkung ∆z ist in erster Näherung gemäß
dem Hookeschem Gesetz
F = −k ·∆z (2.2)
proportional zu der Wechselwirkungskraft F zwischen Probe und Spitze. Der Propor-
tionalitätsfaktor k ist dabei die Federkonstante des Federbalkens. Sie hängt von Material
und Geometrie des Federbalkens ab. Sie nimmt üblicherweise Werte von 0,001 bis 200Nm
an. Die Wahl der Cantilever-Härte wird durch die Art der Anwendung sowie die Beschaf-
fenheit der Probe bestimmt.
Die Detektion der Auslenkung des Federbalkens kann auf verschiedene Arten passieren.
Beim weltweit ersten, von Binnig et al. gebauten AFM wurde die Messung der Auslen-
kung des Federbalkens mit Hilfe eines Rastertunnelmikroskops realisiert [BQG86]. Eine
weitere Möglichkeit liegt in der Verwendung von Piezokristallen, die, aufgebracht auf dem
Federbalken, eine elektrische Spannung erzeugen. Eine dritte Methode stellt die kapazitive
Messmethode dar. Hierbei dient der Federbalken als eine Elektrode eines Kondensators.
Die Auslenkung des Federbalkens entspricht der Änderung des Plattenabstandes des Kon-
densators, die wiederum mit der Änderung der Kapazität einhergeht [BM07].
Die geläufigste Methode zur Messung der Auslenkung ist das sog. Lichtzeigerprinzip [MA90].
Auf das freie Ende des Federbalkens wird ein Laserstrahl fokussiert und das reflektierte
Licht von einer Quadrantenphotodiode detektiert (siehe Abbildung 2.1). Durch Auslen-
kung des Federbalkens wandert der Lichtkegel auf der Photodiode, was sich in der Ände-
rung der Differenzsignale der Quadranten bemerkbar macht [BM07].
Die laterale Auflösung, also die kleinstmöglichen detektierbaren Strukturmerkmale, sind
abhängig von der Schärfe, sprich dem Krümmungsradius, der Spitze. Je feiner die Spitze,
desto feiner die abbildbaren Details [Haf07].
Bei der AFM-Aufnahme ist zu beachten, dass das erstellte Bild eine Faltung der Oberflä-
chentopographie mit der Spitzenstruktur ist. Somit müsste, um ein wirklichkeitsgetreues
Bild der Oberfläche zu erhalten, die Spitzengeometrie durch eine Entfaltungsoperation aus
dem Bild herausgerechnet werden. Dazu müsste jedoch die Spitzengeometrie bekannt sein,
was in den seltensten Fällen der Fall ist. Dieser Umstand führt bei manchen Messungen zu
immer wieder auftretenden Strukturmerkmalen, die Aufgrund spezieller Spitzengeometri-
en (z.B. Doppelspitzen) entstehen. Diese werden „Spitzenartefakte“ genannt und können
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Messergebnisse unbrauchbar machen.
Die Regelung der Scanbewegung durch einen PID-Regler ist ebenfalls ein wichtiger Fak-
tor bei der Erstellung einer AFM-Aufnahme. Allgemein gesprochen ist es die Aufgabe
des AFM-Bedieners, situationsspezifisch eine gute Kombination aus den Regelparametern
des PID-Reglers (Integral- und Proportional-Gain), der Scangeschwindigkeit sowie dem
Setpoint-Signal zu finden, um akzeptable Aufnahmen zu erstellen [BM07].
2.1.2. Die Betriebsmodi
Wie im vorherigen Kapitel bereits angedeutet, existieren verschiedene Methoden, mit ei-
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Abbildung 2.3. – Darstellung der Zusammenhänge der im folgenden Text beschriebenen Be-
triebsmodi eines AFM. Zusätzlich zu den hier aufgeführten Modi existieren
zahlreiche weitere, die z.T. auch andere Wechselwirkungen als Grundlage ha-
ben, wie z.B. die magnetische Wechselwirkung beim MFM (Magnetic Force
Microscope)
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Der Contact-Mode
Der einfachste Modus eines AFM ist der sogenannte Contact-Mode, bei dem die Spitze
in direkten Kontakt mit der Oberfläche gebracht wird. Dabei wirken zwischen der Ober-











Abbildung 2.4. – Schema einer Contact-Mode-Elektronik. Die Auslenkung des Cantilevers dient
entweder direkt als Topographiesignal (Constant-Height-Modus) oder aber
als Feedback-Signal im Constant-Force-Modus, Quelle: erstellt in Analogie zu
Abbildung 1 aus [Sch+07].
Durch den Kontakt der Spitze mit der Oberfläche wird der Federbalken ausgelenkt.
Diese Auslenkung wird detektiert und entweder direkt als Topographiesignal verarbeitet
oder als Regelparameter für eine Rückkopplungsschleife verwendet.
Im Constant-Height-Modus wird die Spitze mit dem Scanner an die Oberfläche ange-
nähert, bis eine bestimmte Auslenkung (der sog. Setpoint) detektiert wird. Der Scanner
verbleibt während der Messung in dieser Position. Während des Rasterns der Oberfläche
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wird der Federbalken der Topographie entsprechend ausgelenkt. Auf diese Weise wird für
jeden Punkt die Wechselwirkung zwischen Probe und Spitze detektiert, woraus schließlich
das Topographie-Bild erstellt wird.
Im Constant-Force-Modus wird, im Gegensatz zum Constant-Height-Modus, die Aus-
lenkung des Federbalkens und somit die wirkende Kraft zwischen Spitze und Probe kon-
stant gehalten. Ein PID-Regelkreis passt während der Messung ständig die z-Position der
Spitze in der Form an, dass die Kraft konstant bleibt. Die z-Position wird für jeden Punkt
aufgenommen, woraus im Anschluss die Topographie-Aufnahme erstellt wird. Dieses Prin-
zip ist im Vergleich zum Constant-Height-Modus schonender für Probe und Spitze, da
stets die gleiche Kraft zwischen Probe und Spitze wirkt. Diese Kraft kann durch Wahl des
Setpoints dem zu vermessenden System angepasst werden. [BM07]
Der Intermittent-Contact-Mode
Der Intermittent-Contact-Mode (auch Amplitude Modulation-Mode, kurz AM-Mode, oder
Tapping-Mode® genannt), ist ein dynamischer Modus. Der Cantilever wird während der
Messung durch einen weiteren Piezokristall zum Schwingen angeregt. Der Anregungspie-
zokristall sitzt dabei meist direkt unter dem Substratchip, an dem der Cantilever hängt
[GP02; SAF07; BM07].
Die Oszillation, die im Folgenden als eine erzwungene, harmonische und gedämpfte Schwin-
gung angesehen wird, ist charakterisiert durch die Frequenz und die Amplitude. Bei hin-
reichend kleinen Amplituden, wie sie beim Intermittent-Contact-Modus auftreten, kann
die Cantileveroszillation in guter Näherung als harmonisch angesehen werden [Tam+01;
HES06; HS06; SAF07]. Die Grundmode eines schwingenden Cantilevers besitzt eine Re-
sonanzfrequenz abhängig von Material, Geometrie und umgebenen Medium. Diese liegt
bei üblichen Cantilevern, die in diesem Modus benutzt werden (z.B. dem TAP 300 von
Budged Sensors, gemäß Herstellerangaben k=40Nm), in Luft bei ca. 300 Kilohertz.
Der Cantilever wird nahe seiner Resonanzfrequenz zum oszillieren angeregt. In diesem
schwingenden Zustand wird der Cantilever an die Oberfläche angenähert. Gelangt die
Spitze in den Bereich der Wechselwirkung mit der Oberfläche, so ändern sich die Re-
sonanzbedingungen der Cantileveroszillation. Es tritt eine Phasenverschiebung zwischen
Anregung und der Cantileverschwingung auf. Zudem nimmt die Amplitude der Cantile-
veroszillation ab. Diese Amplitudenänderung wird in diesem Modus als Regelparameter
verwendet. Die Wechselwirkung zwischen Probe und Spitze wird durch eine Regelung wäh-
rend des Scans konstant gehalten, indem die z-Position dauernd angepasst wird. Diese z-
Positionen werden für die Punkte der Oberfläche aufgenommen und anschließend als Re-
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konstruktionsgrundlage der Topographie benutzt [GP02; SAF07].
Im Vergleich zum Contact-Mode ist dieser Messmodus schonender zu Spitze und Probe,
da sowohl keine lateralen Kräfte auftreten als auch die Kontaktzeit zwischen Probe und
Spitze kleiner ist. Im Vergleich zum Contact-Mode können auch weichere Proben vermes-
sen werden [SAF07].
Non-Contact-Mode
Im Non-Contact-Mode (auch Frequency-Modulation-Mode, kurz FM-Mode) berührt die
Spitze die Oberfläche nicht. Sie überstreicht nur den attraktiven Teil des Wechselwirkungs-
potentials zwischen Spitze und Probe [Alb+91; AKF96; Anc+98; GP02; SAF07].
Im Unterschied zum Intermittent-Contact-Mode wird beim Non-Contact-Mode der Can-
tilever durch Selbstanregung zum Schwingen gebracht. Das Oszillationssignal des Canti-
levers, der anfangs bei seiner Resonanzfrequenz schwingt, wird gemessen.
Ein Phasenschieber verschiebt das Signal um 90◦, welches anschließend verstärkt wird und
als Anregungssignal für den Anregungspiezokristall benutzt wird.
Auf diese Weise schwingt der Cantilever stets bei seiner aktuellen Resonanzfrequenz. Än-
dern sich die Resonanzbedingungen, so ändern sich auch die Resonanzfrequenz und Am-
plitude. Die Änderung der Resonanzfrequenz geschieht dabei unmittelbar. Daher ist dieser
Messmodus besonders geeignet für Messungen im Ultrahochvakuum, wo Cantilever wegen
fehlender externer Dämpfung einen sehr großen Q-Faktor (siehe Kapitel 2.1.3) haben, was
zu Problemen bzgl. der Messzeit bei Messungen im Intermittent-Contact-Mode führt.
Dabei besteht die Möglichkeit, die Schwingungsamplitude des Cantilevers zusätzlich mit
einer weiteren Feedbackschleife konstant zu halten, in dem die Amplitude des Anregungs-
piezokristalls angepasst wird. Dieser Modus heißt Constant-Amplitude Mode (CA-
Mode) [HGS03; AKF96; Anc+98; SAF07].
Eine zweite Möglichkeit ist eine konstante Anregungsamplitude des Anregungspiezokris-
talls. In diesem Falle ändert sich zusätzlich zur Resonanzfrequenz auch die Amplitude.
Der Modus heißt Constant-Excitation Mode (CE-Mode) [HGS03; SAF07].
Die Resonanzfrequenzänderung ist abhängig vom Kraftgradienten zwischen Spitze und
Probe, also den konservativen Kräften, wohingegen die Amplitudenänderung nur von der
Energiedissipation, den nicht-konservativen Effekten, abhängt. Durch den Modus der kon-
stanten Anregung ist es somit möglich, konservative und nicht-konservative Effekte von-
einander entkoppelt zu vermessen. Dieser Modus liegt dieser Arbeit zugrunde.
18 KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN
Mit ihm werden die kraftspektroskopischen Messungen an den DNA-Molekülen durchge-
führt [HGS03; Sch+05].
Auch bildgebend kann dieser Modus eingesetzt werden. Durch die sich ändernde Ampli-
tude ist dieser Modus besonders schonend zu der Probe. Speziell weiche Proben können






















Abbildung 2.5. – Schematischer Aufbau einer Non-Contact-Elektronik. Befindet sich der Schal-
ter in der Zeichnung in der oberen Position, so arbeitet das AFM im selbst-
angeregten Modus (FM-Mode), der Analysator misst Amplitude und Reso-
nanzfrequenz. In der unteren Stellung arbeitet das AFM im fremdangeregten
Modus (AM-Mode), ein Frequenzgenerator treibt den Anregungspiezokristall
an. Der Analysator misst Amplitude und Phasenverschiebung, Quelle: erstellt
in Analogie zu Abbildung 1 aus [Sch+07].
2.1.3. Der Q-Faktor
Die dynamischen Modi stellen andere Ansprüche an einen Cantilever als der Contact-
Mode. Ist für den Contact-Mode ein weicher Cantilever von Vorteil, so ist in einem dyna-
mischen Modus das Schwingungsverhalten von großer Bedeutung. Cantilever mit großer
Resonanzfrequenz und hohem Gütefaktor, auch Qualitätsfaktor oder kurz Q-Faktor ge-
nannt, sind hier besser geeignet. Dieser Q-Faktor ist eine Eigenschaft eines gedämpften
Oszillators und beschreibt seine Fähigkeit, eine äußere Schwingungserregung in eine Os-
zillation umzuwandeln. Diese Fähigkeit ist abhängig von der Dämpfung des Oszillators
[Tam+01; GP02; RG03; HES06; HS06].
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Dämpfungsmechanismen sind zum einen die intrinsische Dämpfung, erzeugt durch Dis-
sipationen im Oszillatormaterial selbst, und zum anderen die äußere Dämpfung durch
Reibung des Oszillators mit dem umgebenen Medium. Somit ist der Q-Faktor gleichzeitig
ein Maß für die Dämpfung. Ein ungedämpfter Oszillator hätte einen unendlich großen
Q-Faktor. Je kleiner der Q-Faktor, desto größer die Dämpfung des Oszillators [Tam+01;
GP02; RG03; HES06; HS06].
Die Bewegungsgleichung eines harmonischen, gedämpften und angeregten Oszillator ergibt
sich zu
meff · z¨ (t) + α · z˙ (t) + k · z (t) = Fd · cos (ωt) (2.3)
mit der effektiven Masse des Cantilever/Spitze Systems meff, dem Dämpfungskoeffizi-
enten α, der Federkonstante k, der Amplitude Fd und der Kreisfrequenz ω. Aus ihr lässt
sich der Ausdruck für die Amplitude A des Oszillators in Abhängigkeit der Frequenz der
äußeren Anregung ω herleiten zu







mit der Amplitude Ad der externen Anregung.









Beide Abhängigkeiten sind in Abbildung (2.6) graphisch dargestellt. Der Q-Faktor er-













mit der Resonanzfrequenz ω0 und den beiden Frequenzen ω1,2, bei denen die Amplitude
auf den
√
2ten Teil abgefallen ist, ω2 rechts vom Peak, ω1 links vom Peak. In Abbildung
(2.6a) ist zu erkennen, dass mit abnehmendem Q-Faktor die Breite des Resonanzpeaks
zunimmt.
Je breiter der Resonanzpeak ist, desto schwächer reagiert die Amplitude auf Änderungen
der Resonanzbedingungen. Dies ist der Grund, warum große Q-Faktoren bei Messungen im
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Intermittent-Contact-Mode wünschenswert sind [Tam+01; GP02; RG03; HES06; HS06].
Eine weitere Größe, die durch den Betrag des Q-Faktors beeinflusst wird, ist die Zeit, die
die Amplitude eines von außen angeregten, harmonischen Oszillators benötigt, um in einen
neuen Gleichgewichtszustand zu gelangen, der durch neue Resonanzbedingungen definiert
wird.















































Abbildung 2.6. – Amplituden und Phasenverschiebungen in Abhängigkeit der auf die Resonanz-
frequenz normierten Anregungsfrequenz für drei verschiedene Oszillatoren mit
verschiedenen Q-Faktoren.
Das Erreichen einer neuen Gleichgewichtsamplitude ist proportional zum Exponential-
faktor
Aneu = Aalt · e−
ω0t
2Q . (2.7)




definiert, nach der die Amplitude auf den 1e ten Teil der alten Amplitude abgefallen ist.
An ihr ist ersichtlich, dass mit großem Q-Faktor die benötigte Zeit zum Erreichen des neu-
en Gleichgewichtszustands groß ist. Bei Messungen im Ultrahochvakuum, wo Q-Faktoren
Werte von mehreren 10000 annehmen können, liegen die Zeitkonstanten im Bereich von
einigen Millisekunden. Bei großen Q-Faktoren muss dementsprechend die Scangeschwin-
digkeit angepasst werden, was mitunter zu langen Bildaufnahmezeiten führen kann. Ein
weiterer Nachteil in dem Zusammenhang ist das Driften der Probe und der Apparatur,
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bedingt durch thermische Fluktuationen, die bei langen Aufnahmezeiten die Auswertung
der Aufnahmen beträchtlich erschweren bzw. unmöglich machen [SAF07; GP02; HES06;
HS06; RG03].
2.1.4. Q-Control
Q-Control bezeichnet eine Technologie, die es ermöglicht, den effektiven Q-Faktor eines
Cantilevers in einem der dynamischen Modi zu kontrollieren und zu verändern. Somit
kann zum Beispiel bei Messungen in Flüssigkeiten, bei denen der Q-Faktor durch die
große viskose Dämpfung des Mediums sehr klein ist, der Q-Faktor erhöht werden, was zu
sensitiveren Messungen führt.
Um die Q-Control-Technologie anwenden zu können, ist eine zusätzliche Elektronik von-
nöten. Dabei wird die Elektronik des AFM im AM-Modus (Abbildung 2.5) so verändert,
dass sie dem Schema in Abbildung (2.7) entspricht [HTM00; RG03; HES06; HS06].
Ähnlich wie bei der Elektronik für den Non-Contact-Mode, wird hier das Oszillationssi-
gnal des Cantilevers von der Quadrantenphotodiode um ebenfalls 90◦ phasenverschoben,
von einem variablen Verstärker verarbeitet und dann dem Anregungssignal des externen
























Abbildung 2.7. – Schema einer AFMËlektronik mit implementiertem Q-Control, Quelle: erstellt
in Analogie zu Abbildung 1 aus [Sch+07].
Diese Änderung lässt sich mathematisch durch eine modifizierte Differentialgleichung
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der Cantileverbewegung beschreiben. Sie lautet
meff · z¨ (t) + α · z˙ (t) + k · z (t) = Fd · cos (ωt) +G · e iφ · z (t) (2.9)
mit dem variablen Verstärkungsfaktor G und der Phasenverschiebung φ, die am Pha-
senschieber eingestellt wird. Wird die Phasenverschiebung auf 90◦ bzw pi2 eingestellt, so
gilt
e
iφ · z (t) = ± z˙ (t)
ω
. (2.10)
Dies reduziert die Differentialgleichung (2.9) zu
meff · z¨ (t) + αeff · z˙ (t) + k · z (t) = Fd · cos (ωt) , (2.11)
wobei für αeff gilt:
αeff = α± G
ω
. (2.12)





daher wirkt sich eine Änderung des Verstärkungsfaktors G direkt auf den effektiven Q-
Faktor des Systems aus [HTM00; RG03; HES06; HS06].
2.1.5. Bestimmung der Federkonstanten mittels thermischen
Rauschens
Zur erfolgreichen, quantitativen Analyse von AFM-Aufnahmen sowie Kraftspektroskopie-
experimenten ist es zwingend erforderlich, die Federkonstante des benutzten Cantilevers
so genau wie möglich zu kennen. Herstellerangaben, die zudem häufig einen großen Wer-
tebereich für die Federkonstante angeben, weichen nicht selten stark von den tatsächli-
chen Werten ab. Neben Kalibrationsmethoden, die die Federkonstante mittels Geometrie
und Materialeigenschaften [ND94; Sad+95; SCM99], Verwendung einer Kalibrationsfeder
[GWM96] oder Verstimmung der Cantileverschwingung durch ein bekanntes Zusatzgewicht
[Cle+93] bestimmen, hat sich die sogenannte „Thermal Tune Methode“, die Kalibration
der Cantileverfederkonstante durch Analyse des thermischen Rauschspektrums, etabliert.
Diese Methode, die auf Hutter und Bechhoefer [HB93] zurückgeht, ist auch in der verwen-
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deten Software implementiert und soll im Folgenden vorgestellt werden.
Durch thermische Fluktuationen (Brownsche Bewegung) des umgebenden Mediums wird
ein Cantilever ohne weitere externe Anregung zum Schwingen angeregt. Für die Hamil-
tonfunktion eines als harmonischen Oszillator angenommenen Cantilevers mit der Masse









Gemäß dem Äquipartitionstheorem entspricht jedem Freiheitsgrad der Bewegung auf-








wobei kB die Boltzmann-Konstante darstellt und T die Temperatur des Mediums. Die
Bewegung q wird als eindimensionale Oszillation in z-Richtung angenommen.





Somit berechnet sich die Federkonstante zu
k = kBT〈q2〉 . (2.17)




lässt sich aus der spektralen Leis-
tungsdichte (engl. Power Spectral Density) der Cantileverschwingung bestimmen. Sie gibt
die Leistung der Cantileverschwingung pro Frequenzintervall in Abhängigkeit der Fre-
quenz an. Die Form dieser Funktion entspricht einem Lorentz-Profil mit dem Peak bei der
Resonanzfrequenz. Für gewöhnlich wird die spektrale Leistungsdichte aufgenommen und
die Daten an das Lorentz-Profil angefittet. Die Integration der spektralen Leistungsdichte






Butt und Jaschke führten für diese Methode zwei Korrekturen ein [BJ95], die sich gemein-
sam in einem Vorfaktor äußern. Unter genauerer Betrachtung verhalten sich Cantilever
nicht exakt wie harmonische Oszillatoren. Unter Verwendung von Balkentheorie zur Be-
rechnung des genaueren Verhaltens ergibt sich ein Korrekturfaktor, der in Gleichung (2.17)
eingeht. Mit ihm berechnet sich die Federkonstante gemäß
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k = 0, 971 · kBT〈q2〉 . (2.18)
Die zweite, von Butt und Jaschke eingeführte Korrektur berücksichtigt Effekte, die bei
AFMs auftreten, die auf dem Lichtzeigersystem basieren. Die mit dem Lichtzeigersystem
gemessenen Auslenkungen entsprechen nicht den realen Auslenkungen des Cantilevers.
Dies liegt an der Abhängigkeit der gemessenen Auslenkung vom Winkel der Verbiegung,
nicht der realen Auslenkung. Da der Winkel der Auslenkung jedoch von der Mode des
Cantilevers abhängt, ist auch hier eine Korrektur angebracht.
Damit ergibt sich effektiv, d.h. beide Korrekturen mit inbegriffen, ein gemeinsamer Kor-
rekturfaktor, mit dem sich die Federkonstante wie folgt berechnet:
k = 0, 817 · kBT〈q∗2〉 , (2.19)
wobei q∗ die vom Lichtzeigersystem gemessene Auslenkung bezeichnet.
Thermal Tune
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Abbildung 2.8. – Spektrale Leistungsdichte eines Nanosensors NCLR Cantilevers (blaue Linie).
Ebenfalls eingezeichnet ist der Lorentz-Fit (rote Linie).
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Dieser Korrekturfaktor wurde für balkenförmige Cantilever berechnet. Für V-förmige Can-
tilever ergeben sich andere Korrekturfaktoren. Finite-Elemente-Berechnungen für V-för-
mige Cantilever wurden von Stark et al. [SDH01] durchgeführt, deren Ergebnisse zeigen,
dass die Unterschiede relativ gering sind.
Eine dritte Korrektur muss eingeführt werden, wenn
α
der Cantilever nicht parallel zur Oberfläche ausge-
richtet ist. Dies ist meistens der Fall, da Cantilever
in Cantileverhalterungen meist unter einem Winkel
eingebaut werden. Wird der Winkel zwischen Can-
tilever und Oberfläche mit α bezeichnet, so gilt für
die Federkonstante:




Im Allgemeinen ist die Kraftspektroskopie ein Verfahren, mit dessen Hilfe es möglich ist,
Wechselwirkungen zwischen einzelnen Molekülen sowie das Verhalten einzelner Moleküle
unter externer Krafteinwirkung zu analysieren, wie z.B. die Wechselwirkungskräfte von
Rezeptor-Liganden-Paaren, die inter- und intramolekularen Wechselwirkungen bei Prote-
inentfaltungen oder das Dehnungsverhalten von Biopolymeren.
Soll die Wechselwirkung zwischen zwei Molekülen untersucht werden, so werden diese bei-
den Moleküle einander angenähert, bis sie miteinander interagieren können. Daraufhin
werden sie dann wieder voneinander getrennt. Die während dieses Vorgangs auftretenden
Kräfte sind von Interesse.
Ist es das Verhalten eines einzelnen Moleküls (z. B. eines Polymers) unter der Einwirkung
von äußeren Kräften, das untersucht werden soll, so wird das Molekül beiden Enden fixiert
gestreckt. Der auftretende Kraftverlauf ist hier Gegenstand der Messung.
Mit einem AFM ist es möglich, solche einzelmolekularen Kraftmessungen durchzuführen.
Diese Technik geht zurück auf die Arbeit von Florin, Moy und Gaub, die im Jahre 1994
einen AFM Cantilever benutzten, um die Bindungskräfte zwischen Avidin- und Biotinmo-
lekülen quantitativ zu untersuchen [MFG94; FMG94].
Dazu werden auf einem Substrat die Rezeptormoleküle immobilisiert. Eine AFM-Spitze
wird mit Liganden funktionalisiert. Sowohl Immobilisation als auch Funktionalisierung
werden je nach Molekül mit spezifischen Linker-Kits durchgeführt.
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Der Kraftverlauf in Abhängigkeit der Distanz von der Oberfläche wird in einer soge-
nannten Kraft-Distanz-Kurve aufgenommen.
(a) (b) (c) (d)
Abbildung 2.9. – Die Phasen einer einzelnen Kraft-Distanz-Kurve: (a) Die Spitze nähert sich
der Oberfläche (b) Die Spitze drückt mit einer definierten Kraft auf die Ober-
fläche (c) Die Spitze wird mit einer definierten Geschwindigkeit von der Ober-
fläche weggezogen, durch die Bindung wird der Federbalken ausgelenkt (d)
Die Bindung reißt, der Federbalken springt unmittelbar zurück in die Nullstel-
lung. Repulsive Kräfte sind willkürlich mit positivem, attraktive mit negativem
Vorzeichen versehen
Im Falle der Untersuchung der Bindungskraft eines Ligand-Rezeptor-Systems werden
sehr viele Kraft-Distanz-Kurven (mehrere Hundert bis mehrere Tausend) aufgenommen.
Aus jeder einzelnen Kurve wird die Abrisskraft bestimmt. Anschließend werden die relati-
ven Häufigkeiten der Abrisskräfte in Abhängigkeit der Abrisskräfte in einem Histogramm
aufgetragen und die wahrscheinlichste Abrisskraft ermittelt. Solche wahrscheinlichsten Ab-
risskräfte werden für einige verschiedene Loading-Rates2 bestimmt. Aus der Abhängigkeit
der wahrscheinlichsten Abrisskraft von der Loading-Rate können mit Hilfe des von Bell,
Evans und Ritchie entwickelten Modells die Dissoziationsratenkonstante koff und die Re-
aktionslänge xβ berechnet werden, die die Bindung charakterisieren [Bel78; ER97].
2Die Loading-Rate charakterisiert die zeitliche Kraftentwicklung auf den Komplex. Sie berechnet
sich als Produkt aus der effektiven Federkonstante und der Rückziehgeschwindigkeit. Da auch
Moleküle elastisch sind, entspricht ihnen eine Federkonstante. Somit ergibt sich die effektive
Federkonstante aus der Federkonstante des Federbalkens und der Federkonstante der Moleküle.
Sie wird aus der Kraft-Distanz-Kurve bestimmt als Steigung der Kurve kurz vor dem Abriss.
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Bell, Evans und Ritchie leiteten im Rahmen der Ratentheorie Kramers den Ausdruck











Soll das Verhalten eines Moleküls (hauptsächlich langkettige Moleküle, z. B. Polymere)
unter der Einwirkung einer äußeren Kraft untersucht werden, so wird jenes Molekül auf
dem Substrat immobilisiert. Dies kann wiederum end-spezifisch durch bestimmte Linker-
Moleküle geschehen. Die AFM-Spitze wird dem anderen Molekülende entsprechend funk-
tionalisiert. Befindet sich die AFM-Spitze in Kontakt mit der Oberfläche, so bindet das
Ende des Moleküls an die Spitze. Beim Zurückziehen wird das Molekül gedehnt. Die Deh-
nung wird auch hier in Form einer Kraft-Distanz-Kurve aufgenommen. Das Molekül wird
so lange gedehnt, bis die Bindung an Spitze oder Oberfläche dissoziiert bzw. das Molekül
selber zerreißt. Die Bindungsstärken der Linker-Systeme sollten dementsprechend auf das
zu untersuchende Molekül abgestimmt sein.
Zur Analyse der Kraft-Distanz-Kurven von Dehnungen langkettiger Polymermoleküle exis-
tieren verschiedene Modelle, aufbauend auf verschiedenen Annahmen, die Aufschluss über
verschiedene Größen zur Charakterisierung von Struktur und Konformation der Moleküle
geben (siehe Kapitel 2.2).
2.2. Polymermodelle
Werden Polymere, die aus einer Vielzahl miteinander verbundener Monomere bestehen,
gedehnt, so sind hauptsächlich zwei Phänomene für die dabei auftretenden Kräfte verant-
wortlich.
Ein ausreichend langes Polymer liegt im Gleichgewicht als statistische Knäuel vor. Dieses
Gleichgewicht ist ein dynamisches Gleichgewicht, da das Polymer aufgrund der Brown-
schen Molekularbewegung ständig fluktuiert. Wird das Polymer gedehnt, so wird die An-
zahl an Konformationen, die das Polymer einnehmen kann, reduziert. Dies geht mit ei-
ner Verringerung der Konformationsentropie einher. Daher ist bei kleinen Auslenkungen
hauptsächlich die entropische Elastizität während der Dehnung für die auftretenden Kräfte
verantwortlich.
Bei großen Auslenkungen treten Spannungen im Molekülrückgrat auf. Kräfte wirken direkt
auf Bindungen in Zugrichtung. Bindungswinkel können verändert werden, konformations-
stabilisierende Wechselwirkungen wie z.B. intramolekulare Wasserstoffbrückenbindungen
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oder elektrostatische Bindungen können aufbrechen. Als Beispiel sei hier das Verhalten
von B-DNA unter Dehnung (siehe vorheriges Kapitel) angeführt. Auf solche Effekte zu-
rückzuführende Kräfte werden unter den Begriff enthalpische Elastizität zusammengefasst.



























Dabei ist l die End-zu-End-Distanz, U die Freie Energie, S die Entropie, Zr die konfi-
gurative Zustandssumme und T die Temperatur, die während der Dehnung als konstant
angenommen wird [Jan+00].
2.2.1. Die Gauß-Kette
Um die Kräfte, die beim Dehnen eines Polymer-Moleküls auftreten, beschreiben zu kön-
nen, wurden einige Modelle entwickelt, die diese Kräfte in Abhängigkeit der End-zu-End-
Distanz beschreiben. Dabei bezeichnen die beiden Enden gerade diese Positionen in der
Molekülkette, zwischen denen die Kraft auftritt bzw. gemessen wird.




Molekül wird als eine Kette angesehen, die in eine be-
stimmte Anzahl von gleich langen, geradlinigen, starren
Gliedern aufgeteilt ist. Diese Glieder sollen statistisch un-
abhängig voneinander sein. Die Länge der End-zu-End-
Distanz, in der nebenstehenden Graphik als ~x bezeichnet,
ist normalverteilt mit dem Mittelwert null. Diese Annah-
me ist analog zum Random-Walk-Ansatz.
Die Streckung der Molekülkette bedeutet eine gerichte-
te Vergrößerung der End-zu-End-Distanz. Der Random-
Walk-Charakter der Molekül-Kette bleibt erhalten, wenn
die Auslenkung sehr viel kleiner bleibt als die Konturlänge L. Für dieses Modell gilt für
die Kraft, die bei einer der Auslenkung ~x auftritt, der folgende Ausdruck:
~F (~x) = 3kBT
lKL
· ~x. (2.23)
Dabei bezeichnet die Größe lK die Kuhn-Länge. Sie ist ein Parameter, der die Steifigkeit
der Molekülkette beschreibt und dient als Fit-Parameter, wenn eine gemessene Kraft-
Distanz-Kurve gemäß dieses Modells approximiert werden soll. Wie zu sehen ist, ist die
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Abhängigkeit der Kraft von der Auslenkung linear, die Molekülkette verhält sich nach
diesem Modell wie eine lineare Feder analog zum Hookeschen Gesetz [Jan+00].
2.2.2. Die Freigelenkige Kette
Die Freigelenkige Kette (engl. Freely-Jointed-Chain, FJC) ist ein weiteres Modell, das
das Modell der Gauß-Kette insofern erweitert, als dass der Random-Walk-Charakter bei
großer Streckung nicht mehr erhalten bleibt, weil sich die Kettenglieder hierbei bevorzugt
in Richtung der wirkenden Kraft ausrichten und somit statistisch nicht mehr unabhängig
sind.
Die Kettenglieder sind durch frei bewegliche Gelenke miteinander verbunden. In diesem
Modell ergibt sich für den Zusammenhang zwischen End-zu-End-Distanz und dabei auf-
tretender Kraft der folgende Ausdruck [Bue79]:











Sowohl die Gauß-Kette als auch das FJC-Modell berücksichtigen nur Effekte, die auf
den Rückgang der Konformationsentropie beruhen. Da im Allgemeinen jedoch Moleküle
bzw. Monomere elastisch sind, muss der Einfluss der enthalpischen Elastizität berück-
sichtigt werden. Dies geschieht beim FJC-Modell am einfachsten phänomenologisch. Wird
jedem Monomer eine effektive Federkonstante zugeordnet, die die intramolekularen Effekte
(Änderungen in Bindungswinkeln, Streckungen des Rückgrats etc.) während des Streckens
beschreibt, so wird Ausdruck (2.24) erweitert zu [SCB96]
















wobei κ die effektive Monomerfederkonstante darstellt. Die effektive Federkonstante K
des gesamten Polymers, bestehend aus n Monomeren, ist demnach K = κn .
Zu beachten ist hier, dass nur Beiträge der Dehnungselastizität berücksichtigt werden. Ein
Modell, dass auch die Biegeelastizität beachtet, ist das im nächsten Kapitel beschriebene
Modell der wurmartigen Kette [Jan+00].
2.2.3. Die wurmartige Kette
Die wurmartige Kette (engl. Worm-Like-Chain, WLC) ist ein Polymermodell, bei dem das
Polymer als ein Faden mit konstanter Biegesteifigkeit angesehen wird [MS95].
In dieses Modell gehen neben den entropischen Beiträgen auch die enthalpischen Beiträge
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Der in diesem Modell auftretende Parameter lP ist die
sogenannte Persistenzlänge, die, ähnlich der Kuhn-Län-
ge, ein Maß für die Steifigkeit des Moleküls ist. Die Per-
sistenzlänge ist die Größenskala, auf der das Molekül als
noch nahezu geradlinig angesehen werden kann.
Ein Ausdruck, der zudem noch die Dehnungselastizität
berücksichtigt, lautet:


















Dabei stellt Φ die spezifische Steifigkeit des Polymers dar. Diese Größe, die die Dimen-
sion einer Kraft besitzt, ergibt sich aus der effektiven Federkonstante des Polymers K
gemäß Φ = K · L und ist somit unabhängig von der Konturlänge des Polymers.
Das Worm-Like-Chain-Modell eignet sich sehr gut zur Beschreibung von DNA-Kraftkur-
ven bei Kräften bis ca. 35pN [Jan+00].
2.3. Desoxyribonukleinsäure
Die Desoxyribonukleinsäure (engl. Deoxyribonucleic acid, DNA) ist ein Biopolymer und
Träger der gesamten Erbinformation eines Lebewesens.
2.3.1. Aufbau und Konformation
Die Struktur von DNA-Molekülen wurde von den beiden Molekularbiologen Francis H. C.
Crick und James D. Watson im Jahre 1953 beschrieben [WC53]. Für diese und die darauf
erfolgten Leistungen erhielten die beiden zusammen mit Maurice H. F. Wilkins im Jahre
1962 den Nobelpreis für Medizin.
Bei DNA handelt es sich um ein doppelsträngiges Polymer. Ein Einzelstrang besteht aus
Monomeren, den sogenannten Nukleotiden. Ein Nukleotid wiederum besteht aus drei Un-
tereinheiten, einem Phosphatrest, einem Zuckeranteil (bei diesem handelt es sich bei der
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DNA um die desoxigenierte Form der Ribose) und einer von vier organischen Basen. Un-






















Adenin Thymin Guanin Cytosin
Abbildung 2.10. – Die zweidimensionalen Strukturen der vier Basen. (Quelle: Graphik erstellt
mit ACD/ChemSketch 12.01)
Bei den vier Basen handelt es sich um die Purinbasen3 Adenin oder Thymin bzw. die
Pyrimidinbasen4 Guanin oder Cytosin.
Somit existieren vier verschiedene Nukleotide, die sich über Phosphodiesterbindungen zu
einem Einzelstrang formieren. Dabei verbinden sich der Phosphatrest des einen Nukleotids


























































Abbildung 2.11. – Die zweidimensionalen Strukturen der vier Nukleotide mit Nummerierung der
Kohlenstoffatome der Ribose. Der Phosphatrest bindet am 5’-Kohlenstoffa-
tom, die Base am 1’-Kohlenstoffatom. Dieser Nummerierung entsprechend
wird dem DNA-Einzelstrang ein 3’-Ende bzw. ein 5’-Ende und damit eine
Richtung zugeordnet. (Quelle: Graphik erstellt mit ACD/ChemSketch 12.01)
DNA liegt unter Normalbedingungen als Doppelstrang vor. Zwei Einzelstränge liegen
mit den Basen zueinander gegenüber, die Richtungen der Einzelstränge sind gegenläu-
fig. Das heißt, der eine Einzelstrang läuft vom 3’-Ende zum 5’-Ende, der andere genau
umgekehrt. Dabei wechselwirken die Basen der beiden unterschiedlichen Stränge durch
Wasserstoffbrückenbindungen miteinander.
3Purinbase ist eine Bezeichnung für eine Gruppe von organischen Verbindungen. Dabei handelt
es sich um Heteroaromaten. Der Name leitet sich von der Stammverbindung Purin ab.
4Pyrimidinbase ist ebenfalls eine Bezeichnung für eine Gruppe von organischen Verbindungen.
Dabei handelt es sich wie bei den Purinbasen ebenfalls um Heteroaromaten. Der Name leitet
sich von der Stammverbindung Pyrimidin ab.


















































Abbildung 2.12. – Zweidimensionale Struktur eines DNA-Fragments. Die jeweils komplementä-
ren Basen der Nukleotide sind zueinander gerichtet, Wasserstoffbrückenbin-
dungen sind ausgebildet und halten die zwei Einzelstränge zusammen. Die
Phosphatreste sind nach außen gerichtet und bilden das sogenannte Phos-
phatrückgrat. Es ist unter neutralem ph-Wert (pH = 7) deprotoniert, also
negativ geladen. (Quelle: Graphik erstellt mit ACD/ChemSketch 12.01)
A - DNA B - DNA Z - DNA
Abbildung 2.13. – Vergleich der drei unterschiedlichen DNA-Konformationen. Während A- und
B-DNA rechtsgängige Helices sind, ist Z-DNA linkgängig. (Quelle: Erstellt
mit der Software VMD mit Hilfe von Strukturdateien aus [Gla13])
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Da aufgrund ihrer Strukturen nur Adenin mit der Base Thymin wechselwirkt (die beiden
Basen können zwei Wasserstoffbrückenbindungen untereinander ausbilden) sowie Guanin
nur mit Cytosin eine sogenannte Basenpaarung eingeht (dieses Basenpaar kann drei Was-
serstoffbrückenbindungen ausbilden), sind die beiden Einzelstränge komplementär.
































sieben, ist der Phosphatrest jeden Nukleotids depro-
toniert. Demzufolge ist das sogenannte Phosphatrück-
grat der DNA negativ geladen. Streng genommen ist
die DNA dann keine Säure mehr. Die Bezeichnung
„Säure“ bezieht sich auf einen ungeladenen Zustand.
Es existieren drei unterschiedliche Konformationen der
DNA, die A-, B- und Z-DNA (siehe Abbildung 2.13).
Von diesen drei Konformationen ist die B-DNA die
häufigste. So liegen die humane DNA sowie tierische
DNA in B-DNA-Form vor. Die im experimentellen Teil
dieser Arbeit verwendete λ-Phagen-DNA, kurz λ-DNA,
ist ebenfalls eine B-DNA.
Die Breite eines B-DNA-Moleküls, bei dem es sich um eine rechtsgängige Helix handelt,
beträgt ca. 2 Nanometer. Da die helikale Windung pro Basenpaar 36o beträgt, ist die
Anzahl der Basenpaare pro ganzer Windung 10. Die Ganghöhe einer ganzen Windung
beträgt 3,4 Nanometer. Dementsprechend entspricht einem Basenpaar die Ganghöhe von
0,34 Nanometern. (siehe auch links nebenstehende Abbildung, erstellt mit der Software
VMD mit Hilfe von einer Strukturdatei aus [Gla13]))
Als Folge der helikalen Windung und der strukturellen Eigenschaften der Nukleotide ent-
stehen die sogenannte große Furche (engl. major groove) sowie die kleine Furche (engl.
minor groove), die sich an der Außenseite der DNA entlang winden. Dabei beträgt die
Breite der großen Furche 2,2nm, die der kleinen 1,2nm.
In den Furchen sind die Basen von außen zugänglich. Sequenzspezifisch bindende Prote-
ine, wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren5, binden demzufolge hauptsächlich in den
Furchen, speziell der großen Furche, weil dort die Basen besser zugänglich sind, als in der
kleinen Furche.
5Bei Transskriptionsfaktoren handelt es sich um DNA-bindende Proteine, die die Transkription
der DNA durch die RNA-Polymerase initiieren
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2.3.2. Lambda-DNA
Bei der λ-DNA handelt es sich um die DNA des λ-Phagen (auch Phage lambda oder











Abbildung 2.14. – Schematischer Aufbau der Bakteriophage Lambda
Das Virus besteht aus einem Kopfteil, einem Schwanzteil und vier Fibern am unteren
Ende. Der Kopfteil hat eine ikosaedrische Form mit einer Ausdehnung von ca. 60 Nano-
meter und besteht aus 72 Kapsomeren.
Der Schwanz hat eine Länge von ca. 150 Nanometern und eine Breite von ca. acht Nano-
metern.
Bei der DNA des Virus, die sich im Kapsid befindet, handelt es sich um eine 48502 Ba-
senpaare große, doppelsträngige B-DNA. Sie hat demnach eine Konturlänge von ca. 16,4
Mikrometer. Die vollständige Genomsequenz ist seit 1982 [San+82] bekannt.
An den beiden Enden der λ-DNA sind kurze, einzelsträngige Abschnitte zu finden, die
komplementär zueinander sind. Sie dienen der Rezirkularisierung der Phagen-DNA nach
Injektion in den Wirt. Sie werden als homologe Bindeenden, kohäsive Enden oder auch
klebrige Enden (engl. sticky ends) bezeichnet.
Die für diese Arbeit verwendete DNA ist λ-DNA, die durch das Restriktionsenzym Bs-
tEII zerschnitten wurde. Restriktionsenzyme sind Proteine, die sich an definierte DNA-
Sequenzen anlagern und den Strang dort zerschneiden. Sie dienen unter anderem Bakteri-
en zur Phagenabwehr. Restriktionsenzyme erkennen Fremd-DNA und machen diese dann
unschädlich.
BstEII ist ein Restriktionsenzym des Bacillus stearothermophilus. Es zerschneidet die λ-
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DNA in 14 Fragmente. Die Länge der Einzelfragmente erstreckt sich von ca. 39 Nanome-
tern bis ca. 2,9 Mikrometern.
2.3.3. Kraftinduzierte Phasenübergänge eines B-DNA-Moleküls













Abbildung 2.15. – Gemessene Kraft-Distanz-Kurve eines DNA-Moleküls. Diese Kurve wurde
im statischen Kraftspektroskopie-Modus, also mit ruhendem Cantilever, ge-
messen. Dafür wurde ein weicher Cantilever (Bruker MSCT, C, k = 0.01Nm )
benutzt. Die Auslenkung des Cantilevers ist aus den Daten herausgerech-
net. Ebenfalls eingezeichnet ein erweiterter WLC-Fit. Für die Persistenzlänge
ergibt sich aus dem Fit ein Wert von lP = 48±3nm, für das Elastizitätsmo-
dul Φ ergibt ein Wert von 1120±176pN. Diese Werte stimmen sehr gut mit
Literaturwerten aus [Bou+99] überein.
Wird ein DNA-Molekül im Rahmen eines Kraftspektroskopieexperiments gestreckt, so
zeigt die Dehnungskurven einen charakteristischen Verlauf, wie er in Abbildung (2.15)
beispielhaft zu sehen ist.
Anfangs wird die DNA bei der Streckung bis etwas mehr als ihre Konturlänge (bis die
Kraft ca. 35pN beträgt) gedehnt. Bis hierhin verhält sich die DNA wie ein statistisches
Knäuel. Diese Dehnung kann im Rahmen des erweiterten WLC-Modells sehr gut beschrie-
ben werden. Bei weiterer Dehnung erreicht der Kraftverlauf bei ca. 65pN ein Plateau. Bei
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nahezu konstanter Kraft lässt sich das DNA-Molekül bis auf das ca. 1,7 fache ihrer Kon-
turlänge dehnen. Im weiteren Verlauf steigt die Kraft an, bis bei ca. 150pN ein zweites,
jedoch viel kürzeres Plateau zu beobachten ist (siehe Abbildung (2.15)). Das generelle
Auftreten dieses Plateaus, seine Länge und die Kraft, bei der es auftritt, ist jedoch, anders
als beim ersten Plateau, abhängig von der Ziehgeschwindigkeit und dem Anteil an Guanin-
Cytosin-Basenpaaren des DNA-Strangs. Abbildung (2.15) zeigt das Strecken von λ-DNA
mit einem Adenin-Thymin / Guanin-Cytosin-Basenpaarverhältnis von ca. 1 zu 1. In die-
sem Falle liegt das Plateau bei ca. 150pN. Nach diesem zweiten Plateau steigt die Kraft
wieder an. Dieses Kraftregime nach dem zweiten Plateau ähnelt sehr dem Kraftverlauf
eines einzelsträngigen DNA-Moleküls (kurz ssDNA, für single strand-DNA).






Abbildung 2.16. – Die verschiedenen Möglichkeiten, wie an einem DNA-Molekül gezogen wer-
den kann. Entweder wird an beiden oder nur an einem Strangende pro Seite
gezogen. Erstellt mit der Software VMD mit Hilfe von einer Strukturdatei
aus [Gla13]
Da DNA ein doppelsträngiges Molekül ist, existieren verschiedene Möglichkeiten, wie
ein Molekül mit beiden Enden jeweils bindet. Dabei können die Enden jeweils entweder
mit beiden Strangenden oder nur mit einem Strangende binden (siehe Abbildung 2.16).
Wird ein DNA-Molekül an jeweils beiden Enden an beiden Strängen gezogen und sind
beide Stränge ohne Strangbruch, so unterscheidet sich die Kraft-Distanz-Kurve von dem
oben gezeigten Profil. Das erste Plateau liegt nicht bei einer Kraft von etwa 65pN, sondern
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ist bei ca. 100-110pN zu finden [Gro+11]. Solche Ereignisse sind jedoch sehr selten, da in
DNA-Molekülen sehr häufig Strangbrüche existieren. Daher soll zunächst nur die gängige
Kraft-Distanz-Kurve erläutert werden.
Detaillierte Modelle zur Erklärung des Kraftverlaufs bei Streckexperimenten von doppel-
strängiger DNA sind Gegenstand sehr vieler Veröffentlichungen in der Fachliteratur. Viele
verschiedene Erklärungsansätze sind eingeführt worden. Einige sollen folgend kurz erläu-
tert werden.
Smith et al. veröffentlichten 1996 ein Modell, mit dem sie die von ihnen gemachten DNA-
Dehnungsexperimente zu erklären versuchten [SCB96]. Mit einer Optischen Pinzette ha-
ben Smith et al. DNA-Moleküle bis zu Kräften jenseits des ersten Kraftplateaus gedehnt
und anschließend wieder relaxieren lassen.
When F 65 pN (Fig. 2), th molecule
suddenly yields, lengthens, and eventually
overstretches to -1.7 times its B-form con-
tour length, corresponding to an increase in
the rise p r phosphate from 3.4 to 5.8 A. This
transition occurs over a very narrow force
range (-2 pN). The force rises rapidly again
at extensions greater than 28 pLm, indicating
that the molecule is entirely converted to the
overstretched form. The stretching cycle is














cause the biotin-streptavidin bond often
breaks after a few seconds at this force.
Recently, several groups have stretched
dsDNA far beyond B-form length using hy-
drodynamic or meniscus forces and leaving
the stretched molecules adhered to a solid
substrate. Using atomic force microscopy,
Thundat et al. (12) observed X-DNA on mica
surfaces that had been stretched up to 1.8
times its B-form length during deposition.
They proposed that the molecules unwound
and the bases unstacked into a flat parallel
ladder in which the bases pairs remained in-
80 tact. The maximum length of such a ladder,
- a.) Stretching _ - obtained by optimizing backbone torsion an-




. J Relaxing (such as phosphate), is 2.1 times the B-form
chain j P length. Other groups have observed dsDNA
stretched up to 2 times (13) and 2.14 times40 F'> Melting (14) B-form length after deposition on a sur-
.~4m..I hysteresis face. The single-molecule manipulation ap-
r" \proach used in the present study makes it
20 Elastic modulus possible to control the extension of the mol-
of Bform DNA ecule and measure the equilibrium force need-
ed for this extension. Under these conditions,
0 overstretching is a highly cooperative, revers-1E0 1s520 25 30 ible transition (15).
Extension (urn)
p. 2. Stretching of X-phage DNA (NEB) in 150 During relaxation, the F-Ex curve often
A NaCI, 10 mM tris, 1 mM EDTA, pH 8.0. The displays hysteresis (Fig. 2). This response is
iextensible wormlike chain' curve is from Bus- displayed repeatably by any given molecule
nante et al. (2) for a P value of 53 nm and but varies considerably between different mol-
itour length of 16.4 pLm. ecules. As diagrammed in Fig. 3, a possible
hysteresis mechanism may involve the pres-
ence of ss nicks in the DNA which allow a
strand to melt and fray with time in the
overstretched molecule (16). The existence of
Apply tension ss regions could account for the lower forces
displayed at the same extension in the return-
ing part of the stretching cycle. [Consistent
with this model, a 1 M Na+ buffer nearly
Low salt , eliminates the melting hysteresis without no-
n an ticeably changing the force or cooperativity of




Fig. 3. (A) During the stretching part of a stretch-
relaxation cycle, tension is applied to a nicked
dsDNA molecule (* denotes nick). At some critical
tension, dsDNA undergoes an overstretching
transition. Two possible forms for overstretched
dsDNA are shown. (B) The bases might unwind
and unstack into a parallel ladder. Alternatively
(B'), the bases could retain some partial stacking
by slanting as in the "skewed ladder" model of
Calladine and Drew (21). (C) If the overstretched
dsDNA remains in low-salt buffer for more than a
few seconds, then the nicked strand melts and
frays back from both sides of the nick. (D) When
the tension is released, the regions which have
remained base-paired rapidly contract to B-DNA
but the frayed regions take several minutes to
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the transition (see below).] To further test
this model, the strands of dsDNA were cross-
linked with 4,5',8-trimethyl psoralen (one
psoralen per -20 bp). As seen in the top
curve of Fig. 4, the intercalated psoralen elim-
inated the hysteresis in 150 mM Na+ buffer,
in support of the fraying model.
The effect of ionic strength on cross-
linked molecules is also shown in Fig. 4.
Very low ionic strength monovalent buffers
had a marked effect on the transition force.
The lower curves in Fig. 4 show the transi-
tion force dropping to -45 pN in 0.6 mM
Na+ buffer. Smaller overstretching forces
may be required at low ionic strengths be-
cause the electrostatic repulsion between
phosphates favors the longer overstretched
state. In 1 mM Mg2+, however, the transi-
tion force remained high (65 pN), perhaps
because condensed divalent counterions
(17) more effectively reduced the DNA's
charge. Hysteresis behavior reappeared in
cross-linked molecules at very low salt. This
behavior may simply involve melting of the
unstacked bases without strand fraying.
Base re-pairing might proceed slowly be-
cause repulsion between the phosphate
backbones keeps the strands bowed out-
ward. For most molecules, 1 mM Mg2 +
buffer allows about as much melting hyster-
esis as 150 mM Na+ buffer.
The narrow range of forces over which the
overstretching transition occurs in native
dsDNA (-2 pN in Fig. 2) indicates a highly
cooperative process. Cooperativity implies
that the overstretched regions are large and
homogeneous and that they expand or con-
tract only by converting base pairs at their
boundaries with normal B-form regions; in
other words, it must be energetically easier to
spread an existing region than to nucleate a
new one. The width of the overstretching
Fig. 4. Stretching of cross-linked
dsDNA molecules in 150 mM NaCI,
10 mM tris, 1 mM EDTA, pH 8.0
buffer (black curve), Na2 5EDTA
buffer (pH 8) with Na+ concentra-
+0 tions of 5 mM (red curve), 2.5 mM
# (green curve), and 0.625 mM (blue
curve). For labeling dsDNA at both
ends but on opposite strands, bio-
11 -dCTP (Sigma), dATP, dGTP,
and dUTP were polymerized oppo-
site X's 12-bp sticky ends using
Klenow enzyme. For cross-linking
studies, DNA was exposed to a sat-
urated solution of 4,5',8-trimethyl
psoralen and irradiated with ultravi-
olet light according to the method
of Ussery et al. (29). This method
should produce 5% intercalation of
psoralen (30), and indeed the con-
tour length was increased by -5%
over the molecule in Fig. 2.







































(a) Der Kraftverläufe der Dehnung und an-
schließenden Relaxation unterscheiden
sich in der ersten Hälfte d s Kraftplate-
aus. Eine Hysterese ist zu beobachten.
(b) Skizzen der DNA-Strukturen in verschie-
denen Phasen eines Kraftzyklus.
Abbildung 2.17. – Beide Abbildungen entnommen aus [SCB96]
Dabei stellten sie, neben dem bereits oben beschriebenen Kraftverlauf, bei der Relaxa-
tion einen im Vergleich zur Dehnung teilweise anderen Kraftverlauf fest (siehe Abbildung
2.17a). Des Weiteren fanden sie heraus, dass dieser Hystereseeffekt umso ausgeprägter
war, je niedriger die Ionenkonzentration des Messpuffers war. Ein weiteres Ergebnis ihrer
Messungen war, dass die Form der Hysterese abhängig vom DNA-Molekül war. Bei mehr-
maliger Dehnung und Relaxation ein und desselben Moleküls hatte die Hysterese nahezu
immer die gleiche Form. Die Hysteresen zweier verschiedener Moleküle waren jedoch un-
terschiedlich.
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Aufbauend auf diesen Messergebnissen formulierten Smith et al. die Hypothese, dass der
Kraftverlauf einer DNA-Streckung mit einem strukturellen Übergang der DNA von der
B-DNA zur sogenannten S-DNA („S“ wie „Stretched“) zu erklären sei. Dieser Hypothese
zufolge entwinden sich die Einzelstränge voneinander, die Abstände der Basenpaare neh-
men zu, jedoch bleiben die Basenpaarungen zunächst intakt. Diese neue Struktur ist in
Abbildung (2.17b) unter B bzw. B’ skizziert. B und B’ sind mögliche Alternativstrukturen
der S-DNA-Form. Der Übergang von der B-zur S-DNA-Struktur ist ein hochkooperativer
Prozess. Dies bedeutet, dass während der Strukturänderung S-DNA-Bereiche innerhalb
der B-DNA-Bereiche entstehen, die mit zunehmender Dehnung immer größer werden.
Des Weiteren wird in diesem Erklärungsansatz davon ausgegangen, dass mindestens ein
Strang einen Bruch (2.17b, beim Sternchen) aufweist. Ein Bruch eines Strangs würde auch
das Dehnungsverhalten der DNA bei Kräften jenseits der 65pN erklären, weil dann effektiv
nur noch ein einziger Strang gedehnt wird. Dementsprechend wäre das Dehnungsverhalten
von einzelsträngiger DNA zu beobachten.
Gemäß diesem Bild würden sich bei weiterer Dehnung die Stränge vom Punkt des Strang-
bruchs aus voneinander lösen, die Basenpaare brechen auf (siehe 2.17b, C). Hier wird, in
Analogie zum thermischen Schmelzen6 von kraftinduziertem Schmelzen gesprochen. Der
Effekt ist bei hoher Ionenkonzentration geringer, da die positiven Ionen sich stabilisierend
an das negativ geladene Rückgrat der DNA anlagern. Bei anschließender Relaxation re-
kombinieren die voneinander gelösten Stränge. Diese Rekombination beansprucht jedoch
einige Zeit (Sekunden bis Minuten)[SCB96]. Nicht voneinander gelöste Bereiche des Dop-
pelstrangs gehen wieder in die B-DNA-Struktur zurück (2.17b, D). Mit der langwierigen
Rekombination der beiden Einzelstränge zu einem Doppelstrang wird im Rahmen der
Theorie von Smith et al. [SCB96] das Auftreten der Hysterese erklärt.
Aufbauend auf diesem Modell kann die Existenz des ersten Kraftplateaus erklärt werden.
Lebrun et al. [LL96] sowie Kosikov et al. [Kos+99] konnten dementsprechende Compu-
tersimulationen vorweisen. Jedoch versagt dieses Modell beim Versuch, die Kraft und die
Länge des Plateaus vorauszusagen. Zudem kann dieses Modell das Auftreten des zweiten
Plateaus nicht erklären.
Im Laufe der Zeit wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen weitere Experimente an dsD-
NA (double strand-DNA) ausgeführt.
Rief et al. zeigten 1999, dass der Wert der Kraft, bei der das Kraftplateau zu beobachten
ist, zudem abhängig von der Basenpaarzusammensetzung ist [RCG99]. Sie konnten zei-
6Thermisches Schmelzen bezeichnet den Effekt, bei dem die Basenpaare eines DNA-Doppelstrangs
bei einer bestimmten Temperatur „aufbrechen“ und sich zwei Einzelstränge bilden. Solche Ex-
perimente wurden 1957 von Rice et al. durchgeführt [RD57].
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gen, dass dsDNA, die nur aus GC-Basenpaaren besteht, ein Plateau bei ebenfalls ca. 65pN
aufweist, genau wie λ-DNA. Das zweite Plateau jedoch ist bei Kräften um die 300pN zu
finden. Im Gegensatz dazu ermittelten Rief et al. den Betrag der Kraft des ersten Plateaus
bei dsDNA, die ausschließlich aus AT-Basenpaaren bestand, zu 35pN. Außerdem war bei
dieser Art DNA kein zweites Plateau zu beobachten.
Rief et al. sahen ebenfalls den Strukturübergang von der B-DNA zur S-DNA als Grund
für das erste Plateau. Das Auftreten des zweiten Plateaus betrachteten sie als Folge des
kraftinduzierten Schmelzens. Nach Erreichen des Plateauendes sei ihrer Meinung nach das
Schmelzen zu 100 Prozent abgeschlossen. Rekombination beider Einzelstränge beim Rela-
xieren ergeben wieder die Hysterese-Effekte. Das Auftreten des zweiten Plateaus bei ca.
150pN bei λ-DNA im Vergleich zu ca. 300pN bei Doppelsträngen, die zu 100 Prozent aus
GC-Basenpaaren bestehen, erklären Rief et al. mit einem teilweise auftretenden Schmelzen
schon während des ersten Plateaus.
Bei Doppelsträngen, die vollständig aus AT-Basenpaaren bestehen, liegt das erste Plateau
bei ca. 35pN und ein zweites ist nicht zu beobachten, woraus geschlossen wurde, dass
bei dieser Art DNA das Schmelzen schon während des ersten Plateaus stattfindet (d.h.
schon bei viel kleineren Kräften) und abgeschlossen wird und somit kein zweites Plateau
zu beobachten ist. Dieser Umstand hat seinen Ursprung in der Tatsache, dass Adenin und
Thymin nur durch zwei Wasserstoffbrückenbindungen miteinander wechselwirken, wohin-
gegen Guanin und Cytosin drei Wasserstoffbrückenbindungen untereinander ausbilden.
Da λ-DNA ein AT-GC-Verhältnis von etwa 1 zu 1 besitzt, gingen Rief et al. davon aus,
dass die AT-Basenpaare der λ-DNA schon während des ersten Plateaus aufbrechen und
der Rest des Doppelstranges dann bei ca. 150pN nach dem zweiten Plateau vollständig
dissoziiert ist.
Williams et al. konnten 2001 zeigen, dass die Lage und die Länge des ersten Kraftplateaus
abhängig vom pH-Wert des verwendeten Messpuffers ist [Wil+01a]. Im pH-Wert-Intervall
von vier bis neun bleibt die Kraft während des Plateaus nahezu konstant, bei pH-Werten
darüber bzw. darunter sinkt der Wert der Kraft, bei der das Kraftplateau zu beobachten
ist. Zudem verzeichnet der Kraftverlauf während des Plateaus einen stärkeren Anstieg, d.h.
die Kraft bleibt nicht mehr so konstant, wie im pH-Bereich von vier bis neun. Williams
et al. zeigten 2001 ebenfalls, dass die Kraft des ersten Plateaus stark temperaturabhängig
ist [Wil+01b]. Wäre das Plateau jedoch bedingt durch den Strukturwechsel von B-zu S-
DNA, so dürfte die Lage des Plateaus nicht temperaturabhängig sein, da es sich lediglich
um eine Restrukturierung der Bindungen handeln würde.
Wenner et al. legten 2002 die Abhängigkeit der Lage des ersten Kraftplateaus von der
Ionenkonzentration dar [Wen+02]. Mit sinkender Ionenkonzentration sinkt auch der Wert
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der Kraft des ersten Plateaus und die Persistenzlänge der DNA nimmt zu. Dies wird er-
klärt durch die Abnahme an Gegenionen, die die negative Ladung des DNA-Rückgrats
abschirmen können. Somit wird die DNA steifer. Des Weiteren stoßen sich die negativen
Ladungen stärker ab, was das Strecken der DNA erleichtert, sodass die Kraft abnimmt.
Dieses zusätzliche Wissen über DNA führte zu einer neuen Hypothese über das Deh-
nungsverhalten von DNA. Die Arbeitsgruppe um Bloomfield erarbeitete im Jahre 2001
ein weiteres Modell für das Auftreten der Plateaus [RB01a; RB01b; Wil+01a].
solution conditions. The information that is obtained in
these single molecule studies is similar to that obtained
in thermal melting studies, but the force-induced melting
technique has several advantages, foremost of which is
the ability to measure DNA stability isothermally at any
temperature.
The capability to carry out melting studies at physi-
ological temperatures is particularly important for mea-
suring the effect of DNA binding proteins on DNA stability,
since these effects often depend strongly on temperature,
and many proteins melt at the temperatures required for
thermal melting studies. In addition, proteins that cause
DNA to aggregate at high concentrations make thermal
melting studies difficult, but do not affect single-molecule
force-induced melting studies. Here we describe the use
of this new biophysical technique to study the effect of
the nucleic acid chaperone protein HIV-1 nucleocapsid
protein (NC) on DNA stability. We then use these results
to derive a model for the nucleic acid chaperone activity
of this protein, which is essential for HIV replication.
2. Force-Induced Melting Model for DNA
Overstretching
In the force-induced melting model of DNA overstretch-
ing, DNA melts as the molecule is pulled through the
overstretching transition. However, it is always thermo-
dynamically favorable for the molecule to maintain a
significant number of domain boundaries, even when a
substantial fraction of the DNA base pairs is melted. In
our model, it is these domain boundaries, which consist
of short, helical base-paired sections distributed through-
out the molecule, that hold the strands together at the
end of the overstretching transition.12,13 This implies that
the majority of the DNA base pairs melt within internal
domains rather than from the free ends, a conclusion that
is in accordance with the one-dimensional nature of the
DNA melting transition and with its sequence heterogene-
ity. These two factors are known to result in a large
number of equilibrium boundaries within DNA through-
out its thermal melting transition.14,15
A schematic illustration of the proposed structure of
overstretched DNA is shown in Figure 2. The force-
induced melting model consists of two stages. The first is
an equilibrium melting transition in which domains of
melted DNA are formed as the DNA is stretched. In high
salt, this transition occurs over a force range of a few pN
at about 65 pN under standard conditions, as shown in
Figure 1. The second stage consists of nonequilibrium
melting, in which the domain boundaries are removed
and the two DNA strands separate in an irreversible
process. This transition occurs over a wide range of forces
from 68 pN to >150 pN. As expected for a nonequilibrium
transition,16 the observed stretching forces are rate-
dependent.5 This description applies only to DNA that is
allowed to rotate as it is stretched. Significantly different
DNA stretching curves are obtained when the DNA is
torsionally constrained.17,18 In fact, untwisting the DNA has
been shown to lead to melting at very low forces.19
This two-stage melting model is consistent with early
observations that complete strand separation does not
occur in thermal melting experiments until the DNA is
heated to temperatures much greater than the midpoint
of the melting transition.20 The model also provides an
elegant explanation for the hysteresis observed in condi-
tions under which strand recombination is inhibited (low
salt, high pH, and high temperature).12,13 An example of
this hysteresis is shown in Figure 3A. As the DNA molecule
is stretched, most of the base pairs are broken. When the
molecule is relaxed, the base pairs have to reanneal to
form the correct sequence. Since under these conditions
they do not reanneal on the time scale of the stretching
experiment, a lower force is required when relaxing the
DNA compared to its original stretching curve. Although
we observed significant hysteresis upon relaxation of
single DNA molecules under most conditions, the original
stretching curve was usually recovered upon repeated
stretching (data not shown). However, many of the DNA
molecules that were stretched broke when overstretched
or exhibited an increase in contour length upon subse-
quent stretching. This is presumably due to the presence
of single-stranded breaks (nicks) in the backbone of the
DNA molecule.
FIGURE 2. Schematic diagram of force-induced melting model for
DNA overstretching. (A) When DNA is stretched at forces less than
Foverstretch, the bases remain paired and the helical form is maintained.
(B) During the overstretching transition, domains of melted DNA are
separated by helical sections. (C) At the end of the transition, short,
helical domain boundaries hold the largely melted strands together.
(D) Under conditions that inhibit reannealing, when the molecule is
relaxed to the same extension shown in B, the observed force is
predicted to be less than Foverstretch. (E) A section of DNA may melt
irreversibly during overstretching if the DNA backbone contains two
nicks. (F) When a section is irreversibly melted during overstretching,
subsequent stretches will reveal an increased contour length. An
example of this is illustrated in Figure 3A.
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Abbildung 2.18. – Phasen während der Streckung eines B-DNA-Moleküls gemäß des Modells
von Bloomfield et al., Graphik entnommen aus [Wil+01a]
Gemäß des Modells von Bloomfield et al. ist das erste Plateau während der Überstre-
ckung von B-DNA nicht auf den Strukturübergang von B-DNA zur S-DNA zurückzufüh-
ren. Vielmehr tritt dieses Plateau aufgrund des kraftinduzierten Schmelzens auf.
Bei kleinen Dehnungskräften bleibt die Helixstruktur zunächst erhalten (siehe Abbildung
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2.18, A). Bei weiterer Dehnung und Kräften um 65pN setzt ein Prozess ein, bei dem
der Großteil der Basenpaare domänenweise aufbricht. Dieser Prozess, der, laut Modell,
in einem Quasi-Gleichgewicht stattfinden soll und bei dem diese Domänen ihre helikale
Struktur verlieren, ist kooperativ, was bedeutet, dass schon entstandene, „aufgeschmol-
zene“ Domänen eher wachsen, als dass sich neue aufgeschmolzene Domänen ausbilden.
Somit bleiben zunächst einige wenige, kurze nicht-geschmolzene Domänen übrig (siehe
Abbildung 2.18, B).
Wächst die Kraft weiter über 65pN hinaus, so verlässt der Prozess den Bereich des Quasi-
Gleichgewichts. Die wenigen kurzen, noch nicht aufgeschmolzenen Domänen trennen sich
ebenfalls auf. Dies erklärt den Umstand, dass nach dem Ende des ersten Plateaus die Kraft
bei zunehmender Streckung wieder stark ansteigt (siehe Abbildung 2.18, C).
Bei der starken Überstreckung können einige Domänen irreversibel geschmolzen sein, so
z.B. durch Auftreten von Strangbrüchen. Zudem geht dieses Modell auch davon aus, dass
die Rekombinierung der Basenpaare, die zusätzlich in der richtigen Sequenz passieren muss,
teilweise relativ lange braucht. Dies soll dem Modell zufolge das Auftreten der Hysterese
beim Relaxieren erklären. Zudem erklärt dieses Modell das Auftreten einer größeren Kon-
turlänge der DNA nach der Dehnung durch irreversibel geschmolzene DNA-Teilbereiche
(siehe Abbildung 2.18, D, E, F).
Im Jahre 2009 konnten van Mameren et al. mit einer Kombination aus Optischer Pinzette,
Fluoreszenzmikroskopie und Mikrofluidik experimentell zeigen, dass beim Überdehnungs-
vorgang von DNA ein kooperativer Übergang von dsDNA zur ssDNA stattfindet, ohne
das sich zuvor die Struktur im Rahmen eines B-S-Übergangs ändert [Mam+09]. Dies vi-
sualisierten van Mameren et al., indem sie in verschiedenen, mit einer Optischen Pinzette
erzeugten Dehnungsphasen ssDNA-bindende bzw. dsDNA-bindende Farbstoffmoleküle an
das gedehnte Molekül anbinden ließen. Anschließend konnten sie mit Hilfe eines Fluores-
zenzmikroskops die Farbstoffverteilung entlang des DNA-Moleküls beobachten. Auf diese
Weise zeigten sie, dass, wenn DNA in der 3’-3’-Anbindung (siehe Abbildung 2.16) gedehnt
wird, das erste Plateau auf ein kraftinduziertes Schmelzen des Doppelstrangs zurückzufüh-
ren ist. Dieses Schmelzen beginnt an den freien 5’-Enden der Einzelstränge oder aber, wenn
vorhanden, an Strangbrüchen mitten in den Strängen. Von dort „ribbelt“ die DNA dann
auf und die dabei entstehenden freien Einzelstränge bilden ein statistisches Knäuel. Dieser
Vorgang ist ebenfalls kooperativ. Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden, dass sich die beiden Einzelstränge nicht komplett voneinander lösen und auch bei
Kräften jenseits der 65pN immer noch einige Hundert Basenpaare bestehen bleiben. Dies
wird damit erklärt, dass die Energie, die benötigt wird, ein Basenpaar zu trennen, abhän-
gig von der Steifigkeit des DNA-Moleküls ist. Mit zunehmender Dehnung brechen immer
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mehr Basenpaare auf und der DNA-Strang wird flexibler. Damit steigt die zur Trennung
eines Basenpaars benötigte Energie. Dieser Effekt konnte auch schon von Bockelmann et
al. 1997 gezeigt werden [BEH97]. In dieser Arbeit wurden die Einzelstränge eines dsDNA-
Strangs vom selben Ende her reißverschlussförmig auseinander gezogen. Es konnte gezeigt
werden, dass mit abnehmender Steifigkeit des DNA-Moleküls die zur Trennung der Ba-
senpaare benötigte Energie wächst.
Wird DNA in der 5’3’-3’5’-Kombination auseinander gezogen, tritt das erste Plateau erst
bei ca. 110pN auf, vorausgesetzt, es existieren keine Strangbrüche in den beiden Einzel-
strängen. Van Mameren et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass es sich bei diesem
Phasenübergang ebenfalls um ein kraftinduziertes Schmelzen handelt. Dieses Schmelzen
beginnt in diesem Fall in einem zufälligen Bereich im DNA-Molekül, der reich an AT-
Basenpaaren ist [ZMZ04], und breitet sich von dort durch das Molekül aus.
Die Ergebnisse von van Mameren et al. widerlegen teilweise das Modell von Smith et al.,
wonach der Strukturübergang von B-DNA zu S-DNA für das Auftreten des Plateaus ver-
antwortlich ist.
Gross et al. zeigten im Jahre 2011 unter Zuhilfenahme einer Optischen Pinzette mit ex-
trem hoher Kraftauflösung, dass zum einen das erweiterte WLC-Modell den Kraftverlauf
der DNA-Streckung nur bis ca. 35pN ausreichend genau beschreibt und zum anderen der
65pN-Phasenübergang der DNA keinen glatten Verlauf nimmt, sondern ein Sägezahnmus-
ter aufweist, wenn DNA in einer 5’3’-3’- bzw. 5’3’-5’-Konfiguration gedehnt wird [Gro+11].
Dieses Sägezahnmuster war bei unterschiedlichen DNA-Molekülen, die jedoch die gleiche
Basenpaarsequenz besaßen, sehr ähnlich, was zu dem Schluss führt, dass die Form des
Sägezahnmusters von der Basenpaarsequenz abhängt. Das Problem der signifikanten Ab-
weichung der Kraftkurve vom erweiterten WLC-Modell bei Kräften über 35pN bis hin zum
Beginn des Sägezahnmusters bei ca. 65pN konnten Groß et al. lösen, indem sie zusätzlich
zur linearen Dehnung des DNA-Moleküls eine Zunahme der Konturlänge des DNA-Strangs
verursacht durch kraftinduziertes Entwinden der Doppelhelix mit in das erweiterte WLC-
Modell einbezogen. Dieses neue Modell, twistable Worm like Chain (tWLC)-Modell ge-
nannt, kann den Kraftverlauf bishin zum beginnenden Schmelzen der Doppelhelix sehr
gut beschreiben. Zusätzliche Parameter wie die Verwindungssteifigkeit C und die Dreh-
Dehnungs-Kopplung g(F ) gehen in dieses Modell mit ein. Die Auslenkung in Abhängigkeit
der angelegten Kraft berechnet sich diesem Modell nach zu





F · lP +
F · C
−g(F )2 + Φ · C
)
. (2.28)
Das Sägezahnmuster während des Plateaus kann mit einem pulsartigen Aufbrechen der
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Basenpaare erklärt werden. Ähnliche „Stick-slip“-Effekte konnten schon bei Experimenten
beobachtet werden, bei denen die Einzelstränge eines dsDNA-Moleküls vom selben Ende
her auseinander gezogen wurden [BEH97]. Basierend auf dem neuen tWLC-Modell und
unter Verwendung statistisch physikalischer Modelle zur Modellierung von DNA-Schmelz-
prozessen konnten Gross et al. das Sägezahnmuster einer bestimmten Basenpaarsequenz
mathematisch simulieren. Diese Simulation stimmt hervorragend mit einem gemessenen
Sägezahnmuster dieser Basenpaarsequenz überein. Gross et al. konnten zeigen, dass eine
partielle Entwindung einen Beitrag zum Dehnungsverhalten von dsDNA liefert. Darauf
aufbauend entwickelten sie ein mathematisches Modell, mit dem der Phasenübergang von
dsDNA bei einer Kraft von 65pN quantitativ verstanden werden kann.
2.4. Theoretische Berechnung der Resonanzfrequenz-
änderung im FM-AFM Modus
Im FM-AFM-Modus oszilliert der Cantilever stets bei seiner aktuellen Resonanzfrequenz.
Die Resonanzfrequenz ändert sich in Abhängigkeit der Wechselwirkungen, die auf den
Cantilever einwirken. Dies sind z.B. die sich ändernden Oberflächenwechselwirkungen, die
ein Cantilever während des Annäherns an die Oberfläche erfährt.
Die Anregung bei der aktuellen Resonanzfrequenz wird durch eine Rückkopplungsschleife
(engl. feedback-loop) erreicht. Das Schwingungssignal des Cantilevers wird gemessen, um
90◦ phasenverschoben, verstärkt und als Anregungssignal für den Cantilever benutzt.
Ändert sich die effektive Kraft auf den Cantilever, so ändern sich auch die Resonanzbedin-
gungen und somit die Resonanzfrequenz. Dies ist die Grundlage der dynamischen Kraft-
spektroskopie im FM-Modus, wie sie in dieser Arbeit angewendet wird. Im Umkehrschluss
bedeutet dies, dass durch Messung der Resonanzfrequenzänderung die momentan wirken-
de Kraft auf den Cantilever bestimmt werden kann.
Zur Bestimmung der Abhängigkeit der Resonanzfrequenzänderung von der momentan wir-
kenden Kraft wird die Annahme gemacht, dass die Änderung der Resonanzbedingungen
nur sehr klein ist und somit das Modell eines schwach gestörten, harmonischen Oszilla-
tors angenommen werden kann. Der Ausdruck für die Resonanzfrequenzänderung wurde
erstmalig von Franz Giessibl 1997 hergeleitet [Gie97]. Diese Herleitung wird im folgenden
skizziert.
Der Cantilever mit der Federkonstante k und der effektiven Masse m∗ habe die Reso-
nanzfrequenz f0 und oszilliere mit der Amplitude A0. Der kleinste Abstand der Spitze zur
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Oberfläche, also der Abstand des unteren Umkehrpunktes zur Oberfläche, werde mit d
bezeichnet. Die Auslenkung des Cantilevers sei z (t). Der aktuelle Abstand der Spitze zur
Oberfläche q (t) ergibt sich dann zu
q (t) = z (t) + d+A0. (2.29)




k · z (t)2
2 (2.30)
Die ungestörte Bewegung entspricht einer harmonischen Oszillation
z (t) = A0 · cos (ω0 · t) (2.31)
mit der Resonanzkreisfrequenz















p (t) = m∗ · dz (t)
dt
(2.35)
berechnet sich so zu
p (t) = −m∗ ·A0 · 2 · pi · f0 · sin (ω0 · t) (2.36)
Eine Kraft Fts, die auf den Cantilever wirkt, sorgt für eine Störung. Die Hamiltonfunk-
tion der Störung ergibt sich aus dem Potential Vts dieser Kraft:
∆H = Vts. (2.37)
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Für die gesamte Hamiltonfunktion ergibt sich somit
H = H0 + ∆H. (2.38)
Um einen Ausdruck für die Frequenzänderung zu bekommen, wird zunächst eine Va-
riablentransformation unternommen. Die Impuls- und Auslenkungsvariablen (p, z) werden




2 · f0 · J
k




2 · pi2 · f0 · cos [2pi (f0 · t+ β)] (2.40)
Ein Vergleich von Gleichung (2.31) mit Gleichung (2.39) ergibt für den ungestörten Fall
(Vts = 0)
J = k ·A
2
0
2 · f0 (2.41)
β = 14 . (2.42)
Ist eine Störung vorhanden (Vts 6= 0), so lassen sich die zeitlichen Änderungen von J











Erfährt der Cantilever im dem Intervall −A0 ≤ z (t) ≤ A0 durch die Störung, verglichen
zur ungestörten Situation, einen nur sehr kleinen Störpotentialgradienten (d.h. ist die von
extern wirkende Störkraft sehr klein zur anregenden Kraft, gilt also
max
[∣∣∣∣∂H0(z (t))∂z (t)
∣∣∣∣] max [∣∣∣∣∂∆H(z (t))∂z (t)
∣∣∣∣]), (2.45)
so kann die Bewegung des Cantilevers weiterhin als näherungsweise harmonisch ange-
sehen werden. Die Frequenz dieser Oszillation hat sich durch die Störung und den damit
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einhergehenden, veränderten Resonanzbedingungen geändert.
Die neue Frequenz berechnet sich gemäß f = f0 + ∆f . Des Weiteren gilt, dass näherungs-








d.h. die ungestörte Hamiltonfunktion ist bezüglich ihrer Wirkung konstant.



















Die spitzen Klammern bedeuten die zeitliche Mittlung der Argumente. Sie erstreckt sich
über eine ganze Periodendauer. Aus Gleichung (2.39) folgt für den ungestörten Fall
∂z (t)
∂J
= z(t)2 · J =
f0
k ·A20
· z (t) . (2.48)





· 〈Fts(q (t)) · z (t)〉 . (2.49)
Um verschiedene Messungen mit unterschiedlichen Cantilevern vergleichen zu können,
hat es sich als zweckmäßig erwiesen, die Frequenzänderung der Resonanzfrequenz auf die
Resonanzfrequenz des ungestörten Cantilevers zu normieren.









Fts (z (t) + d+A0) · z (t) dt (2.51)
=− 1




Fts [A0 · cos (2pif0t) + d+A0] ·A0 · cos (2pif0t) dt (2.52)
=− 1
k ·A0 · T0 ·
T0∫
0
Fts {d+A0 · [1 + cos (2pif0t)]} · cos (2pif0t) dt (2.53)
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Gleichung (2.53) kann mit Hilfe einer Substitution vereinfacht werden. Wird
u ≡ cos (2pif0t) (2.54)
gesetzt, so ergibt sich für das Differential unter Verwendung des trigonometrischen Py-
thagoras








k ·A0 · pi ·
1∫
−1
Fts [d+A0 · (1 + u)] · u√1− u2du (2.56)
Dieser Ausdruck beschreibt die normierte Resonanzfrequenzänderung in Abhängigkeit
der auf den Cantilever wirkenden Kraft. Sie ist gültig für alle Amplituden und wurde unter
der Annahme hergeleitet, dass das Wechselwirkungspotential genügend klein ist, sodass
anharmonische Beiträge zur Bewegung des Cantilevers vernachlässigt werden können.
Mathematisch betrachtet ist Gleichung (2.56) die Faltung der Kraft Fts mit einer Ge-
wichtsfunktion.
2.5. Berechnung der Kräfte aus den
Resonanzfrequenzänderungen
Die Messgrößen, die bei dynamischen Kraftspektroskopie-Experimenten im FM-AFM Mo-
dus aufgenommen werden, sind die Resonanzfrequenzveränderungen sowie die momenta-
nen Schwingungsamplituden (∆f,A) in Abhängigkeit des Abstandes d zur Oberfläche.
Wird im FM-AFM-Modus die Amplitude der Cantileveroszillation durch eine Rückkopp-
lungsschleife konstant gehalten, so wird vom Constant-Amplitude-Mode (CA-Mode) ge-
sprochen. Eine verstärkte Anregung des Cantilevers gleicht die Dämpfung durch externe
Kräfte aus. Nur die Resonanzfrequenz der Cantileveroszillation ändert sich.
Eine andere Betriebsart des FM-AFM-Modus ist der sogenannte Constant-Excitation-Mo-
dus. Die Intensität der Anregung des Cantilevers bleibt während der gesamten Messung
konstant. Dadurch ändern sich aufgrund der äußeren Wechselwirkungen sowohl Amplitude
als auch Resonanzfrequenz.
Um einen Ausdruck zur Berechnung der Kraft aus (∆f ,A)-Daten zu bekommen, muss
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Gleichung (2.56) invertiert werden. Für diese nicht triviale Aufgabe wurden mehrere Stra-
tegien entwickelt. Im Folgenden soll jedoch die Methode von J. Sader et. al. näher erläutert
werden [SJ04a; SJ04b]. Basierend auf dieser Methode werden auch die Messwerte im Rah-
men dieser Arbeit ausgewertet.




L−1 {Fts (z)} · e−λz dλ (2.57)
Dieser Ausdruck stellt eine Laplace-Transformation dar, wobei L−1{Fts (z)} die inverse
Laplace-Transformation von Fts(z) repräsentiert. Die Laplace-Transformation bzw. die
inverse Laplace-Transformation sind definiert als
L {Y (λ)} =
∞∫
0
Y (λ) · e−λz dλ (2.58)
L−1 {Y (z)} = 12pii
c+i∞∫
c−i∞
Y (z) · e λz dz, c ∈ R. (2.59)








L−1 {Fts (z)} · T (λA0) · e−λz dλ (2.60)
wobei
T (λA0) = I1 (λA0) · e−λA0 (2.61)
mit I1 (λA0) der modifizierten Besselfunktion erster Ordnung darstellt.
Gleichung (2.60) lässt erkennen, dass sich die normierte Frequenzänderung und die Kraft
Fts im Laplace-Raum lediglich in der Funktion T (kA0) unterscheiden. Dieser Umstand
ermöglicht die exakte Invertierung von Gleichung (2.56).
Die Kraft in Abhängigkeit der inversen Laplace-Transformation der Frequenzänderung
kann ausgedrückt werden als









Gleichung (2.62) stellt eine Invertierung von Gleichung (2.56) dar. Jedoch ist der prak-
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tische Nutzen dieser Formulierung mit der Laplace-Transformation eher gering, da die
numerische Berechnung der Laplace-Transformation sehr aufwändig und langwierig ist.
Um einen handhabbareren Ausdruck zu bekommen, wird die Funktion T (x) durch eine
Padé-Approximation ausgedrückt:












Um Fts(z) aus der Resonanzfrequenzänderung konkret zu berechnen, werden die Eigen-
schaften des fraktionalen Integrals nach Liouville sowie der fraktionalen Ableitung nach
Liouville ausgenutzt.






ϕ (t) · (t− λ)α−1 dt (2.64)
und die dementsprechende fraktionale Ableitung als
Dα−ϕ (λ) =
(−1)n







mit der Gamma-Funktion Γ (α). Die Ordnung α > 0 kann jede beliebige reelle Zahl
sein. Die Zahl n ist definiert als n = [α] + 1, wobei [α] der Integer-Teil von α ist.
Mit Hilfe der Definitionen (2.64) und (2.65) können die Laplace-Transformationen in Glei-
chung (2.62) umformuliert werden. Benutzung der Padé-Approximation für T (λA0) (2.63)
ergibt schließlich
Fts (z) = 2 · k ·
∞∫
z
1 + A 120
8
√
pi · (t− z)
 · Ω (t)− A 320√




wobei Ω (t) die normierte Resonanzfrequenzänderung darstellt.
Ausdruck (2.66) ist eine näherungsweise Invertierung von Gleichung (2.56). Die Qualität
der Näherung ist bestimmt durch die Güte der Approximation von T (λA0). Der Fehler
der Padé-Approximation ist für alle Werte von λA0 kleiner als fünf Prozent. Daher ist der
Fehler bei der Invertierung ebenfalls in diesem Größenbereich.
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Integration von Ausdruck (2.66) über z, wieder unter Zuhilfenahme der Ausdrücke (2.64)
und (2.65), führt zu einer Formel für das Potential der Wechselwirkung zwischen Probe
und Spitze, sie lautet












2 · (t− z)
 dt. (2.67)
2.6. Berechnung der Energiedissipation
Eine weitere Größe, die durch die Verwendung des Constant-Excitation-FM-AFM-Modus
bestimmt werden kann, ist die Energiedissipation pro Schwingungszyklus. Neben konser-
vativen Wechselwirkungen erfährt die Oszillation weitere dissipative Effekte, wie z. B. die
Dämpfung, die durch die Auslenkung des Cantilevers (intrinsische Dämpfung) und die
Reibung im Umgebungsmedium (externe Dämpfung) verursacht wird. Die Summe aller
Effekte führt zu einem Energieverlust des Oszillators. Dieser bewirkt eine Verkleinerung
der Schwingungsamplitude.
Im Folgenden soll die Herleitung eines Ausdrucks zur Berechnung der Energiedissipation
aus den Amplitudenänderungen anhand der Arbeit von Anczykowski et al. [Anc+99] skiz-
ziert werden.
Befindet sich die Cantileveroszillation in einem dynamischen Gleichgewicht, so wird dem
System gerade soviel Energie zugeführt, wie es durch dissipative Effekte verliert. Der
mittlere Leistung P¯in, die zum Aufrechterhalten der Schwingungsamplitude nötig ist, setzt
sich, wie oben beschrieben, zusammen aus der mittleren dissipativen Leistung P¯0 und der
mittleren Leistung der Spitze-Probe-Wechselwirkung P¯ts.
P¯in = P¯0 + P¯ts (2.68)
Die Leistung P¯in wird durch den Anregungspiezokristall in die Cantilerveroszillation
eingebracht. Die Schwingung des Cantilevers sei beschrieben durch den Ausdruck z (t),
die Oszillation des Anregungspiezokristalls sei zd (t). Die eingespeiste Leistung berechnet
sich als Produkt aus der Kraft, die der Anregungspiezokristall auf den Cantilever ausübt
und seiner Geschwindigkeit.
P¯in = Fd (t) · z˙d (t) = k [z (t)− zd (t)] · z˙d (t) (2.69)
Dabei sei k die Federkonstante des Cantilevers.
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Des Weiteren wird angenommen, dass der Anregungspiezokristall eine harmonische Os-
zillation gemäß
zd (t) = Ad · cos (ωt) , (2.70)
ausführt, wobei A die Amplitude und ω die Kreisfrequenz der Piezo-Schwingung dar-
stellt. Die Auslenkung des Cantilevers aus der Ruhelage kann dann beschrieben werden
mit
z (t) = A · cos (ωt− ϕ) . (2.71)
Hier bezeichnet A die Amplitude und 0 ≤ ϕ ≤ pi die Phasenverschiebung der Cantile-
verauslenkung.
Mit den Ausdrücken (2.70) und (2.71) kann aus (2.69) die mittlere Leistung P¯in berechnet







Pin (t) dt =
1
2 · k · ω ·Ad ·A · sin (ϕ) (2.72)
An Ausdruck (2.72) ist zu erkennen, dass die maximale Leistung bei einer Phasenver-
schiebung von ϕ = 90◦ übertragen wird.
Die zwei hauptsächlichen Dämpfungsmechanismen sind die intrinsische Dämpfung des
Cantilevers, die durch seine Auslenkung entsteht und auf das Bestreben des Cantilever-
materials, der Auslenkung entgegenzuwirken, beruht und der Dämpfung der Oszillation
im Umgebungsmedium, bedingt durch Reibungskräfte zwischen Cantilever und Medium.
Beiden Dämpfungen können Dämpfungskoeffizienten α1 und α2 zugeordnet werden. Des
Weiteren ist zu bemerken, dass beide Dämpfungen geschwindigkeitsabhängig sind. Die
Leistungsverluste, verursacht durch die beiden Dämpfungsmechanismen, berechnen sich
gemäß
P01 (t) = |F01 (t) · z˙ (t)| = |α1 · [z˙ (t)− z˙d (t)] · z˙ (t)| (2.73)
bzw.
P02 (t) = |F02 (t) · z˙ (t)| =
∣∣∣α2 · z˙ (t)2∣∣∣ (2.74)
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P02 (t) dt (2.78)
=12 · α2 · ω
2 ·A2 . (2.79)
Unter der Annahme, dass die Schwingungsamplitude des Cantilevers sehr viel größer
ist als die Anregungsamplitude des Anregungspiezokristalls, A  Ad, kann Ausdruck
(2.77) in guter Näherung in eine Form analog zu Ausdruck (2.79) gebracht werden. Somit




2 · α · ω
2 ·A2, mit α = α1 + α2. (2.80)
Der effektive Dämpfungskoeffizient α kann durch die experimentell zugänglichen Grö-
ßen Q, der Q-Faktor des Cantilevers, k, der Federkonstante des Cantilevers und ω0, der
Resonanzkreisfrequenz des frei oszillierenden Cantilevers ausgedrückt werden. Es gilt
α = k
Q · ω0 . (2.81)
Mit Hilfe dieser Definition folgt für den gemittelten Leistungsverlust durch die Spitze-
Probe-Wechselwirkung









Im FM-AFM-Modus oszilliert der Cantilever stets bei seiner Resonanzfrequenz. Die
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Phasenverschiebung ist zwecks maximalen Leistungsübertrags auf ϕ = 90◦ eingestellt.





mit der freien Amplitude der Cantileverschwingung, d.h. der Cantileverschwingung ohne
Probe-Spitze-Wechselwirkung.










Ausdruck (2.84) beschreibt den über eine Schwingungsperiode gemittelten Leistungs-
verlust, der auf die Probe-Spitze-Wechselwirkung zurückzuführen ist. Aus ihm folgt für
die Energie, die pro Schwingung aufgebracht werden muss









Dieser Ausdruck erlaubt die Berechnung der Energiedissipation aus den gemessenen
Werten der Amplitude.
3. Material und Methoden
3.1. Das Multimode 8 AFM
Abbildung 3.1. – Aufnahme des gesamten Messaufbaus.
Sowohl die kraftspektroskopischen Messungen als auch alle Abbildungen von Oberflächen-
topographien wurden mit dem Multimode 8 der Firma Bruker gemacht.
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Abbildung 3.2. – Aufbau des AFMs
troller betrieben, der über die Nanoscope Ver-
sion 8.16-Software gesteuert wird.
Das AFM besteht aus einem AFM-Kopf, in
dem die Laser-Diode als auch der Quadranten-
photodetektor integriert ist. Der Aufbau des
Kopfes ist in Abbildung (3.3) gezeigt.
Dieser Kopf liegt auf einem in der Scannerein-
heit integriertem Dreibein auf. Dieses Dreibein
lässt sich mit Hilfe eines Schrittmotors in der
Höhe verstellen, sodass damit der AFM-Kopf
und somit der Cantilever dem Substrat, das
magnetisch auf dem Piezo-Element des Scan-
ners befestigt ist, grob angenähert werden kann.
Das Piezo-Element mit dem Substrat ragt da-
bei durch ein Loch im XY-Tisch des AFM-
Kopfes.
Für Messungen im Rahmen dieser Arbeit wur-
de der J-Scanner benutzt, der einen z-Scanbe-
reich von 5,4µm hat. Durch regelmäßige Kalibrationen konnte der Fehler in der Scanbe-
wegung unter 2% gehalten werden.







Abbildung 3.3. – Der Multimode AFM-Kopf mit eingebautem Cantileverhalter. Eingezeich-
net sind die ungefähre Lage von Laserdiode, Quadrantenphotodetektor sowie
der Lichtweg des Laser-Strahls. Nicht skizziert sind Strahlaufweitung und
-fokussierung. Des Weiteren sind zur besseren Erkennung die Umrisse des
Cantileverhalters mit den Bohrungen eingezeichnet.
Vor der Messung wird die Laserdiode auf den vorderen Teil des Cantilevers justiert. Dies
wird beobachtet durch das Mikroskop, dass eine 10fache Vergrößerung ermöglicht. Durch
anschließende Justage des Umlenkspiegels sowie der Detektorposition wird der maximal
mögliche Summensignalpegel eingestellt und das Differenzsignal in die Nulllage gebracht.
Daraufhin kann das sogenannte Cantilever-Tuning durchgeführt werden, bei dem die Anre-
gung des Cantilevers bzgl. Resonanzfrequenz und Schwingungsamplitude eingestellt wird.
Dies geschieht softwareseitig.
Um das gesamte AFM vor externen Schwingungen zu schützen, steht das AFM auf ei-
nem aktiven Dämpfungstisch. Dabei handelt es sich um den TS-150 der Firma Table
Stable. Dieser Vibrationsisolator dämpft Vibrationen im Frequenzbereich von 0,7-200Hz
dynamisch, Frequenzen von 200-1000Hz passiv. Die Dämpfung liegt dabei nach Herstel-
lerangaben im Bereich von ca. −45dB.
Zusätzlich zum aktiven Vibrationsisolator steht die gesamte Apparatur, inklusive dem Vi-
brationsisolator, in einer Schallschutzbox der Firma Park, die durch eine schwere Granit-
Bodenplatte zusätzlichen Schutz vor externen Schwingungen bietet.
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3.2. Das QFM-Modul
(a) QFM Modul. Der Drehschalter rechts unten
dient zum Umstellen zwischen regulärem Tap-
ping-Modus und dem CE-Modus. Über das
Tastenfeld wird am Modul u.a. die freie Reso-
nanzfrequenz eingestellt.
(b) Remote Control, mit dem obers-
ten Drehknopf wird das Q-Con-
trol (de)aktiviert, mit dem Dreh-
knopf mit der Beschriftung „Pha-
se Shift“ lässt sich die Phasen-
verschiebung einstellen. Mit dem
„Feedback Amplitude“-Schal-
ter wird die Intensität des Q-
Controls geregelt, der Drehknopf
„Drive Amplitude“ regelt die
Amplitude der Anregungspie-
zoschwingung.
Abbildung 3.4. – Fotographie des QFM-Controllers mit der Remote-Control-Einheit.
Zur Implementierung des Constant-Excitation-Modus ist zusätzliche Hardware erforder-
lich. Dabei handelt es sich um das QFM-Modul der Firma nanoAnalytics, Münster,
Deutschland. Diese Zusatzelektronik ermöglicht den Betrieb des AFMs im FM-Modus mit
konstanter Anregung (Constant-Excitation) mit und ohne aktiviertem Q-Control sowie im
AM-Modus mit aktiviertem Q-Control. Bei deaktiviertem QFM-Modul arbeitet das AFM
wie gewohnt.
Das QFM-Modul besteht zum einen aus einer Q-Control-Elektronik (siehe Kapitel (2.1.4)).
Im Unterschied zu einer reinen Q-Control-Elektronik ist es beim QFM-Modul möglich, mit
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Hilfe eines Schalters, wie er in der schemenhaften Abbildung (2.5) zu erkennen ist, den
externen Funktionsgenerator abzukoppeln (obere Schalterstellung), sodass der Cantilever
nur noch durch sein eigenes, phasenverschobenes Feedback zum Oszillieren angeregt wird.
Dazu ist ein weiterer Amplituden-Controller im Selbstanregungskreis eingebaut (in der
Abbildung 2.5 Aexc genannt), mit der die Amplitude des Anregungspiezokristalls gewählt
werden kann und während der Messung konstant hält (→ constant excitation). Dieser zu-
sätzliche Controller ist deaktiviert, wenn sich der Schalter in der unteren Stellung befindet
(AM-Modus).
Um die Funktion des QFM-Moduls herzustellen, muss das Schwingungssignal des Can-
tilevers in die Elektronik eingekoppelt werden. Dies geschieht über eine Break-Out-Box,
die in das D-Sub 37 Kabel zwischen Controller und AFM eingebracht ist. Von der Break-
Out-Box wird dieses Signal vom AFM kommend über ein BNC-Kabel in das QFM-Modul
eingespeist. Dort wird es phasenverschoben, verstärkt und über die Break-Out-Box wieder
über ein weiteres BNC-Kabel dem AFM zugeführt und dient so als Anregungssignal des
Cantilevers. Auf diese Weise wird der Constant-Excitation-Modus bzw. die Q-Control-
Funktion (oder beide Funktionen parallel) ermöglicht (je nach Schalterstellung).
Zum anderen besteht das QFM-Modul aus einem Frequenzdetektor. Relativ zu einer zu-
vor definierten Referenzfrequenz bestimmt der Frequenzdetektor die Frequenzverschiebung
und gibt ein proportionales Spannungssignal aus, welches gemessen wird. Zudem misst das
QFM-Modul ebenfalls die Schwingungsamplitude des Cantilevers. Beide Signale werden
in zwei externe analoge Eingänge des Nanoscope 5 Controllers eingespeist und mit der



















Tabelle 3.1. – Längen der unterschiedlichen DNA-Fragmente einer BstEII-Ladder in absteigen-
der Reihenfolge. Entnommen dem beiliegenden Datenblatt.
Als Proben-DNA wird eine kommerzielle DNA-Ladder der Firma Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA, verwendet. Dabei handelt es sich um λ-DNA, die durch das Restrik-
tionsenzym BStEII verdaut wurde und dabei in 14 unterschiedlich lange DNA-Fragmente
zerschnitten wurde (siehe Kap. 2.3.2). Die Längen der unterschiedlichen Fragmente sind
in Tabelle (3.1) aufgeführt.
Die Konzentration von DNA in der von Sigma-Aldrich gelieferten Stammlösung beträgt
484µgml . Die DNA ist in TRIS HCl-Puffer1 gelöst und im tiefgefrorenen Zustand geliefert
worden. Diese Stammlösung wird dann mit TRIS HCl-Puffer auf eine Konzentration von
100µgml verdünnt. Anschließend wird die verdünnte Lösung in Portionen a´ 50µl aufgeteilt
und wieder tiefgefroren bei einer Temperatur von -25◦C. Das Aufteilen der Lösung in klei-
ne Portionen hat den Vorteil, dass zu Beginn der Präparation für eine Messung nur die
DNA-Lösungsmenge aufgetaut werden muss, die auch verwendet wird.
1TRIS HCl-Puffer ist eine Lösung aus 10mM TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), 150mM
Natriumchlorid und 1mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat, die mit Hilfe von Salzsäure (HCl)
auf den gewünschten pH-Wert (hier: pH = 8) eingestellt wird (durch Titration)).
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3.3.2. Substrate
Als Substrate für die Messungen werden sogenannte Template-Stripped-Gold-Substrate
(kurz: TSG-Substrate) verwendet. Dabei handelt es sich um Gold-Substrate, die eine sehr
geringe Rauheit aufweisen. Durch ein Verfahren, das Hegner et al. 1993 publizierten, kön-
nen Goldoberflächen mit atomar glatten Bereichen, die Größen von mehreren Quadrat-
mikrometern haben können, produziert werden [HWS93]. An diese Prozedur angelehnt
werden die TSG-Substrate für die Messungen in dieser Arbeit hergestellt.
Dabei wird zunächst ein Substrat, bestehend aus dem atomar flachen Schichtsilikat MI-
CA, für ca. 20 Stunden im Vakuum (p=10−5mbar) ausgeheizt. Nach einer ausreichenden
Abkühlphase wird dann eine ca. 200nm dicke Goldschicht, gefolgt von einer ca. 20nm di-
cken Chromschicht, auf das MICA aufgesputtert. Auf diese Chromschicht2 wird dann ein
Deckgläschen mit einem niedrigviskosen Zwei-Komponenten-Epoxy-Kleber geklebt. Nach
dessen Aushärtung kann sodann für die Präparation das Deckgläschen mitsamt der Schich-
ten von dem MICA abgezogen werden, sodass die atomar glatte Oberfläche zum Vorschein
kommt. Die Substrate werden erst kurz vor ihrer Verwendung vom MICA abgezogen. Auf
dem MICA klebend können die so hergestellten Substrate mehrere Monate ohne Quali-
tätsverlust unter Normalbedingungen gelagert werden.
3.3.3. Messpuffer
Als Puffer, der während der Messungen eingesetzt wird, dient PBS-Puffer (PBS = Phos-
phate Buffered Saline engl. = Phosphat gepufferte Salzlösung). Dabei handelt es sich um
eine Lösung aus 140mM Natriumchlorid (NaCl), 10mM Phosphat in Form von HPO2−4 und
H2PO−4 sowie 3mM Kaliumchlorid (KCl). Der pH-Wert dieser Lösung liegt bei pH=7,4.
Der Phosphatpuffer wird hergestellt unter Verwendung einer PBS-Tablette des Herstellers
Merck, Darmstadt, Deutschland. In dieser Tablette befinden sich bereits alle Komponen-
ten in richtiger Konzentration. Sie muss lediglich noch in der richtigen Menge deionisiertem
Wassers aufgelöst werden. Hierfür wird Milli-Q Wasser aus einer Entsalzungsanlage der
Firma Millipore mit einem spezifischem Widerstand von 18,2MΩcm verwendet. Obige
Angaben über den Puffer sind dem beiliegendem Datenblatt entnommen.
3.3.4. Präparation der DNA
Nach Abziehen eines TSG-Substrats vom MICA wird dieses mit der Glasseite auf ein Me-
tallplättchen geklebt. Dieses Metallplättchen dient der späteren magnetischen Halterung
2Die Chromschicht dient als haftvermittelnde Schicht zwischen Kleber und der Goldschicht.
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auf dem AFM-Scanner. Auf die Goldoberfläche wird ein 50µl großer Tropfen der 100µgml
DNA-Lösung aufgebracht. Über Nacht wird das Substrat samt Tropfen in einer feuchten
Umgebung in einem Kühlschrank bei ca. 4◦C gelagert. Die feuchte Umgebung wird durch
eine verschlossene Petri-Schale realisiert, die mit feuchtem Reinraumpapier ausgelegt war.
So kann sich die DNA über Nacht auf der Goldoberfläche anlagern, ohne dass der Tropfen
verdampft.
Jeweils kurz vor Beginn der einzelnen Messungen werden die TSG-Substrate, auf denen
sich über Nacht die DNA-Moleküle auf die Oberfläche anlagern konnten, aus dem Kühl-
schrank genommen und mit PBS-Puffer gespült. Dies entfernt DNA-Moleküle, die sich
nicht an die Oberfläche angelagert haben. Nach dem Trocknen des unterseitigen Metall-
plättchens wird das Substrat mit dem Metallplättchen auf die magnetische Halterung des
AFM-Scanners platziert. Der zuvor mit dem Cantilever bestückte Cantileverhalter wird
anschließend in das AFM verbaut.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden diverse andere Methoden zur Präparation der DNA ge-
testet, die bei quasistatischen AFM-Kraftspektroskopieexperimenten erfolgreich die Wahr-
scheinlichkeiten für verwertbare Kraftkurven erhöhen. Diese Methoden basieren auf dem
Versuch, spezifische Bindungen zwischen DNA und Substratoberfläche sowie DNA und
Cantilever herzustellen. So wurden beispielsweise die spezifischen Bindungen zwischen
Streptavidin und Biotin3 bzw. DIG4 und Anti-DIG5 versuchsweise benutzt, um die oben
genannten spezifischen Wechselwirkungen herzustellen, um auf diese Weise eine größere
Anzahl an Bindeereignissen zu erwirken. Für diese Zwecke wurden Substrate und Can-
tilever jeweils speziell funktionalisiert. Zudem wurde spezielle λ-DNA benutzt, die an
beiden Strangenden mit funktionalen Gruppen ausgestattet war, um so an die funktiona-
lisierte Oberfläche bzw. den funktionalisierten Cantilever spezifisch zu binden. Motiviert
waren diese Versuche durch den Umstand, dass die Anzahl an Ereignissen, bei denen
DNA gleichzeitig unspezifisch sowohl an Spitze als auch an der Oberfläche bindet und
somit eine erfolgreiche Kraftkurve liefert, sehr gering war. Diese Anzahl ist schon bei qua-
sistatischen AFM-Kraftspektroskopieexperimenten sehr klein. Durch die Tatsache, dass
bei dem hier verwendeten Messmodus der Cantilever hochfrequent oszilliert, wird diese
schon ohnehin kleine Anzahl nochmals stark reduziert. Somit sollte mit der Verwendung
3(Strept)avidin und Biotin bilden die stärkste, nicht-kovalente Bindung aus, die bislang bekannt
ist.
4DIG, die Kurzform für Digoxigenin, ist ein Cardenolid, dass in den Blättern des roten Fingerhuts
vorkommt. Es wurde von Höltke et al. 1990 erstmals verwendet, um RNA nicht-radioaktiv zu
markieren [HK90].
5Anti-DIG ist das antigenbindende Fragment des polyklonalen Schafs-IgG Antikörpers, der durch
Immunisierung mit DIG gewonnen wird [HK90].
62 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN
spezifischer Wechselwirkungen eine höhere Ausbeute an verwertbaren Kurven erzielt wer-
den. Diese Strategie führte jedoch nicht zu dem gewünschten Ergebnis. Viele verschiedene
Präparationsprozeduren und Materialchargen wurden getestet. Bei keiner wurde auch nur
eine verwertbare Kurve erlangt. Über die Gründe kann nur spekuliert werden. Da der
Hauptunterschied zu der quasistatischen AFM-Kraftspektroskopie die hochfrequenten Os-
zillationen des Cantilevers sind, liegt es nahe, dass diese Schwingungen für das Versagen
dieser Versuche verantwortlich sind. Es ist möglich, dass durch die zusätzliche Dynamik
keine stabilen Wechselwirkungen zustande kommen können.
Schlussendlich führten nur Messungen basierend auf der unspezifischen Wechselwirkung zu
verwertbaren Ergebnissen. Dementsprechend reduziert war die Ausbeute der Messungen.
3.4. Cantilever
Die Wahl der Cantilever war bei dieser Arbeit ein entscheidender Faktor. Zum einen darf
der Cantilever nicht zu hart sein, da sonst die Kraftauflösung für die parallel aufgenom-
mene Kraft zu schlecht ist. Zum anderen muss das Oszillationsverhalten stabil genug sein,
um in diesem dynamischen Modus gute Ergebnisse zu erzielen. Dieses stabile Oszillations-
verhalten hängt von der Güte des Cantilevers ab. Je größer der Q-Faktor eines Cantilevers
ist, desto besser ist sein Oszillationsverhalten. Daher stellte sich die Wahl des richtigen
Cantilevers als Gratwanderung heraus. Es wurden in dieser Arbeit viele verschiedene Can-
tilever mit unterschiedlichen Kraftkonstanten, Geometrien und bestehend aus verschiede-
nen Materialien getestet. Letztendlich haben sich zwei Cantilever als am zweckmäßigsten
herausgestellt.
Zum einen der Cantilever NCLR–100 der FirmaNanosensors,Neuchatel, Schweiz. Dieser
rechteckige Cantilever besteht aus positiv dotiertem Silizium und ist laut Herstelleranga-
be 225 ± 5µm lang, 38 ± 5µm breit und 7 ± 0, 5µm dick. Seine Resonanzfrequenz liegt
laut Datenblatt zwischen 170-210 kHz in Luft. Die Federkonstante soll laut Datenblatt
zwischen 31 und 71 Nm liegen. Dieser Cantilever eignet sich besonders für die Messungen
in Luft.
Ein zweiter, in dieser Arbeit verwendeter Cantilever ist der BL-AC40TS-C2 der Firma
Olympus, Tokyo, Japan. Auch bei diesem Modell handelt es sich um einen rechteckigen
Cantilever. Der Federbalken besteht aus Siliziumnitrid, die Spitze aus Silizium. Laut Da-
tenblatt ist der Cantilever 38µm lang, 16µm breit und 0.2µm dick (Fehlertoleranzen sind
nicht angegeben). Die angegebene Resonanzfrequenz in Luft beträgt 75-145kHz, 17-45kHz
in Flüssigkeit. Die Federkonstante liegt laut Hersteller im Intervall von 0,02 bis 0.14Nm .
Diese Cantilever eignen sich besonders für die Kraftspektroskopie-Messungen an der DNA
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in Flüssigkeit, da seine Federkonstante eine ausreichende Kraftauflösung ermöglicht, wobei
sich sein Oszillationsverhalten aufgrund seiner relativ kleinen Länge als ausreichend stabil
herausgestellt hat.
3.4.1. Reinigung der Cantilever
Vor dem Einbau in den Cantileverhalter des AFMs werden die Cantilever gereinigt. Dazu
werden die Cantilever aus der Verpackung zunächst für einige Minuten in ein Aceton-Bad
gegeben. Hierzu wird hochreines Aceton p. a. der Firma VWR, Radnor, Pennsylvania,
USA, verwendet. Anschließend wird der Cantilever für einige Minuten in hochreinen Etha-
nol p. a. (ebenfalls von VWR) getaucht, gefolgt von einem Bad in Milli-Q Wasser. Danach
wird der Cantilever für einige Minuten in konzentrierter Salpetersäure p. a. (ebenfalls von
VWR) gelagert. Daran angeschlossen folgt ein weiterer Spülgang mit Milli-Q Wasser. Zur
Trocknung wird der Cantilever an Luft gelagert, sodass die Feuchtigkeit verdunsten kann.
Ist die Feuchtigkeit vollständig verdunstet, wird der so gereinigte Cantilever direkt vor
Beginn der Messung in den Cantileverhalter montiert.
3.5. Durchführung der Messungen
Nachdem sowohl das Substrat als auch der Cantilever nach erfolgreicher Präparation in
das AFM eingebaut worden sind, wird mit dem Schrittmotor des AFM-Scanners eine
grobe Annäherung des Cantilevers an die Oberfläche ausgeführt. Als nächstes wird durch
die Zuführungsöffnungen in dem Cantileverhalter mit Hilfe einer Spritze mit aufgesetzter
Kanüle eine kleine Menge PBS-Messpuffer zwischen Goldoberfläche und Cantileverhalter
appliziert. Dabei ist darauf zu achten, dass keine Pufferflüssigkeit über den Rand des
Substrats fließt und womöglich einen Kurzschluss im AFM-Scanner verursacht. Für die
Messungen in dieser Arbeit wird kein abdichtender O-Ring aus Gummi verwendet. Daher
ist besondere Vorsicht geboten.
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(a) Amplitudensignal (blaue Kurve) in Volt
der Cantileverschwingung in Abhängigkeit
der Frequenz. Die Anregungsfrequenz ist
auf die Resonanzfrequenz eingestellt.







(b) Phasensignal in Grad (rote Kurve), ge-
nullt, in Abhängigkeit der Frequenz.
Abbildung 3.5. – Amplituden- und Phasensignal eines gestimmten Cantilevers im AM-Modus
Nach Anschalten der Laserdiode wird der Laserfokus mit Hilfe der Laser-Stellschrauben
auf den vorderen Bereich des Cantilevers platziert. Im Anschluss daran wird durch Jus-
tage des Umlenkspiegels und der Detektorposition (ebenfalls durch Stellschrauben) das
maximal mögliche Summensignal eingestellt und das Differenzsignal auf Null gesetzt.
Nach dieser Justage kann dann softwareseitig die Cantileverschwingung eingestimmt wer-
den.
Abbildungen (3.5a) und (3.5b) zeigen die nach erfolgreicher Stimmung der Cantilever-
schwingung im fremdangeregten Modus. Als Cantilever dient ein Nanosensors NCLR
Cantilever, der in Luft gestimmt wird.
Ist die Resonanzfrequenz des Cantilevers eingestellt, so wird anschließend die Q-Control
Funktion des QFM-Moduls aktiviert und mit dessen Hilfe die richtige effektive Phasen-
verschiebung von 90◦ zwischen Anregung und Cantileverschwingung eingestellt. Dabei ist
darauf zu achten, dass dies sehr sorgfältig geschieht, damit anschließend, wenn der selbst-
angeregte Modus mit konstanter Anregung aktiviert wird, der Cantilever tatsächlich im
selbstangeregten Modus oszilliert. Zudem ist die richtige Phasenverschiebung essentiell
für die exakte Entkopplung von konservativen und dissipativen Wechselwirkungen, die ge-
trennt voneinander detektiert werden sollen. Nach erfolgreicher Einstellung der Q-Control-
Parameter und Bestimmung des Q-Faktors, der für anschließende Berechnungen benötigt
wird, kann der selbstangeregte Modus durch Betätigen des Wahlschalters am QFM-Modul
aktiviert werden.
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Abbildung 3.6. – Amplitudensignal (blaue Kurve) in Volt der Cantileverschwingung in Abhän-
gigkeit der Frequenz im CE-Modus.
Abbildung (3.6) zeigt das Amplitudensignal nach Umschalten in den CE-Modus. Da der
Cantilever in diesem Modus selbstangeregt oszilliert und somit seine eigene Anregungsfre-
quenz definiert und unabhängig von dem externen Signalgenerator ist, ist die Amplitude
in der Abbildung über alle Frequenzen konstant.
Ist ein für die Annäherung passender Amplitudenbetrag eingestellt worden, wird mit Hilfe
des werksseitigen Annäherungsalgorithmus der Cantilever an die Oberfläche angenähert.
Nach erfolgreicher Annäherung kann der Kraftspektroskopie-Modus in der Software akti-
viert werden und nach Einstellung aller Kraftkurven-Parameter Kraftkurven aufgenommen
werden. Kraftkurvenparameter sind unter anderem
• Verfahrweg
• maximale Kontaktkraft beim Annähern (maximale Auslenkung des Cantilevers im
Kontakt)
• Verweildauer der Spitze auf der Oberfläche nach Annäherung
• Annäherungsgeschwindigkeit
• Rückziehgeschwindigkeit
• Anzahl der Datenpunkte pro Kraftkurve.
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Messungen an DNA-Molekülen werden in dieser Arbeit nach folgendem Protokoll ausge-
führt:
Die schwingende Spitze wird an die Oberfläche angenähert, bis die Maximalnettoauslen-
kung6, die in der Nanoscope Software als Tapping Mode Deflection (TM Defl.) bezeichnet
wird und als Feedback-Signal eingestellt wird, erreicht ist. Daraufhin verbleibt die Spitze
für eine Verweildauer von 5 Sekunden auf der Oberfläche. In dieser Zeit wird der DNA die
Gelegenheit gegeben, unspezifisch an den Cantilever zu binden. Nach dieser Verweildauer
wird der Cantilever den gesamten Verfahrweg zurückgezogen. Im Falle einer erfolgreichen
Bindung eines DNA-Moleküls an den Cantilever und unter der Voraussetzung, dass dieses
DNA-Molekül mit dem anderen Ende unspezifisch mit der Substratoberfläche verbunden
bleibt, wird das DNA-Molekül gedehnt. Diese Dehnung macht sich an den Verläufen der
Frequenzshift- und Amplitudensignale sowie an der Nettoauslenkung des Cantilevers, die
ebenfalls parallel aufgenommen wird, bemerkbar. Diese drei Kanäle werden als elektrische
Spannungen aufgenommen.
Das Prinzip dieser Messungen ist analog zu Messungen, die Ebeling et al. an Dextran-
Molekülen durchführten [EOH09]. In dieser Arbeit wird zusätzlich die Nettoauslenkung
des Cantilevers gemessen.
3.6. Datenauswertung
Um aus den gemessenen Rohdaten den Kraftverlauf und die Energiedissipation bzw. aus
der Nettoauslenkung die Kraft rekonstruieren zu können, müssen die gemessenen Span-
nungssignale in die gewünschten Größen umgerechnet werden. Um aus dem Spannungssi-
gnal des gemessenen Frequenzshifts den Frequenzshift in Hertz zu berechnen, ist der Pro-
portionalitätsfaktor zwischen Spannung und Frequenzshift in Hertz erforderlich. Dieser
wird am QFM-Modul durch Auswahl des Messbereichs eingestellt und ist somit hardwa-
reseitig vorgegeben.
Der Proportionalitätsfaktor zwischen Amplituden-Spannung und Amplitude in Nanome-
tern kann an einer Amplituden-Distanz-Kurve als Steigung des Signalverlaufs im Kon-
taktbereich mit der Substratoberfläche abgelesen werden. Dabei wird davon ausgegangen,
dass bei einer bestimmten Annäherung des oszillierenden Cantilevers im Kontaktbereich
an die Oberfläche die Amplitude der Schwingung um gerade den Betrag dieser Distanz
abnimmt.
Die Kraft in Newton kann aus dem Nettoauslenkungssignal mit Hilfe des Proportionali-
6Nettoauslenkung = Auslenkung nach Herausfiltern der Schwingung, dieses Signal entspricht der
auftretenden Kraft
3.7. DATENGLÄTTUNG 67
tätsfaktors zwischen Nettoauslenkung in Volt und Nettoauslenkung in Metern berechnet
werden. Dieser Faktor wird ebenfalls an einem Signalverlauf als Steigung im Kontaktbe-
reich einer Kraft-Distanz-Kurve abgelesen. Mit Hilfe der Kraftkonstanten des Cantilevers,
die durch die Thermal-Tune-Methode bestimmt wird, kann aus der Auslenkung in Nano-
metern die Kraft in Newton berechnet werden. Alle Proportionalitätsfaktoren sowie die
Federkonstante des Cantilevers werden am Ende der Messreihen ermittelt.
Aus den Frequenzshift- und Amplitudenverläufen können unter Verwendung des mathe-
matischen Formalismus, der in Kapitel 2.5 vorgestellt wird, die Wechselwirkungspotentiale
und Kräfte rekonstruiert werden, die während einer Kraftkurve auftreten. Dies wird im
Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe eines selbst programmierten Algorithmus durchgeführt,
der eine Umsetzung des mathematischen Formalismus auf diskrete Messwerte darstellt.
Dazu wurde das Computeralgebrasystem MathCad 14.0 der Firma PTC verwendet. Die
so berechneten Kraftverläufe können anschließend mit den parallel gemessenen Kraftver-
läufen verglichen werden.
Eine weitere Größe, die speziell aus dem Amplitudenverlauf berechnet werden kann, ist
die Energiedissipation pro Schwingungszyklus (vgl. Kapitel 2.6). Damit wird die Energie
beschrieben, die bei einem Schwingungszyklus durch nicht-konservative Wechselwirkungen
verloren geht.
3.7. Datenglättung
Um die gemessenen Daten der Frequenz- und Amplitudenäderungen mit den in den vor-
herigen Kapiteln beschriebenen mathematischen Methoden analysieren zu können, müs-
sen diese Daten geglättet werden. Gleichung (2.66) zeigt, dass die Kraft und das Wech-
selwirkungspotential an einer bestimmten Distanz z0 proportional zu dem Integral der
Frequenzänderung über die Distanz bis gerade zu dieser Distanz z0 sind. Zudem geht
das Amplitudensignal in die Berechnung mit ein. Verrauschte Signale der Amplituden-
und Frequenzänderung würden daher die Berechnung der Kräfte und Wechselwirkungs-
potentiale stark verfälschen. Zudem wäre der resultierende Kraftverlauf ebenfalls stark
verrauscht.
Besagtes Rauschen resultiert aus verschiedenen Quellen. Da die Messungen in Luft oder
Flüssigkeit stattfinden, ist thermisches Rauschen ein Teil des Rauschspektrums. Weitere
Quellen sind elektronisches Rauschen, Intensitätsschwankungen der Laserdiode7, Schall
aus der Umgebung sowie Schwingungen des Gebäudes.
7durch Verwendung einer Low-Noise-Laserdiode wird dieser Rauschanteil reduziert
68 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN
Um die Beeinträchtigungen durch das Rauschen zu reduzieren, werden die Daten geglät-
tet. In dieser Arbeit wird zur Glättung der Daten die Kern-Regression verwendet. Jeder
Punkt der geglätteten Kurve wird dargestellt als lokal gewichteter Durchschnitt der Nach-
barpunkte. Die Gewichtungsfunktion, auch Kern genannt, kann dabei verschiedene Formen
annehmen. Die Anzahl Nachbarpunkte, die zur Bestimmung des Durchschnitts einbezogen
werden, hängt von der Bandbreite des Kerns ab. Diese Bandbreite ist daher ein Parameter,
von dem die Intensität der Glättung abhängt. Er muss sinnvoll gewählt werden, um Über-
bzw. Unterglätten zu vermeiden.


















Die y′i stellen den geglätteten Datensatz dar. Die Funktion K (u) ist die Kern-Funk-
tion, die Größe b ist die Bandbreite. Zur Glättung der Daten in dieser Arbeit hat sich
der Epanechnikov-Kern als am zweckmäßigsten herausgestellt [Epa69]. Dieser Kern wird










, falls |u| ≤ √5
0, sonst
(3.2)
Für diesen Kern gilt:
∞∫
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(b) Effekt der Glättung
Abbildung 3.7. – Form des Epanechnikov-Kerns und Effekt der Glättung auf einen Datensatz.
Der Vorteil dieser Kern-Funktion ist die Minimierung der mittleren quadratischen Ab-
weichung des zugehörigen Kerndichteschätzers [Epa69].
4. Messergebnisse
4.1. Wechselwirkung AFM-Spitze-Oberfläche
Mit Hilfe der dynamischen Kraftspektroskopie im Constant-Excitation Modus kann die
Wechselwirkung einer AFM-Spitze mit einer Oberfläche untersucht werden.
Nähert sich eine AFM-Spitze einer Oberfläche, so erreicht sie zunächst den Bereich der at-
traktiven Wechselwirkung zwischen Spitze und Oberfläche. Diese attraktiven Kräfte sind
zum einen auf van-der-Waals-Kräfte sowie zum anderen auf Coulomb-Kräfte zurückzufüh-
ren. Bei geerdeter Oberfläche und geerdetem Cantilever werden die Effekte basierend auf
den Coulombkräften minimiert.
Bei weiterer Annäherung an die Oberfläche dringt die Spitze in einen Bereich einer repul-
siven Wechselwirkung ein. Diese abstoßenden Kräfte beruhen auf der Pauli-Abstoßung.
Kombiniert durchläuft die Spitze somit ein Wechselwirkungspotential, das von der Form
her an ein Lennart-Jones-Potential erinnert.
Wird eine solche Kraft-Distanz-Kurve mit einem ruhenden, d.h. nicht schwingendem Can-
tilever, im Rahmen einer quasistatischen Kraftspektroskopiemessung in Luft aufgenom-
men, so ist dieser Kraftverlauf aufgrund von sogenannten Snap-In-Effekten nicht zu beob-
achten. Diese Snap-In-Effekte resultieren aus sehr großen Kapillarkräften zwischen Spitze
und Oberfläche, die aufgrund eines dünnen Kondensatfilms auf der Oberfläche auftreten.
Durch diese attraktiven Kräfte springt die Spitze bei einer bestimmten Distanz zur Ober-
fläche unmittelbar auf die Oberfläche. Beim Zurückziehen verbleibt die Spitze zunächst
auf der Oberfläche, da die gleichen Kräfte die Spitze auf der Oberfläche „festkleben“. Erst
wenn der z-Piezo genügend weit von der Oberfläche weggefahren ist, reicht die Rück-
stellkraft aus, dass sich die Spitze lösen kann. Daraufhin springt sie unmittelbar in ihre
Gleichgewichtslage zurück. Solche Adhäsionsphänomene sind häufig zu beobachten. Durch
Verwendung des dynamischen Modus können solche Adhäsionseffekte verhindert werden.
Im Folgenden werden Ergebnisse von Messungen der Wechselwirkung zwischen einer un-
funktionalisierten Gold-Oberfläche und einer Silizium-Spitze in Luft vorgestellt. Diese Er-
gebnisse sollen zunächst die Funktionalität sowohl des Messprinzips als auch des Auswerte-
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algorithmus bestätigen. Dafür wurde ein frisches TSG-Goldsubstrat als Probenoberfläche
und ein gründlich gereinigter Nanosensors NCLR-100 Cantilever benutzt. Dieser Cantilever
ist laut Herstellerangabe 225 ± 5µm lang, 38 ± 5µm breit und 7 ± 0, 5µm dick. Die Re-
sonanzfrequenz des bei dieser Messung benutzten Exemplars an Luft beträgt 164,406kHz.
Die Federkonstante wurde mit Hilfe der Thermal-Tune-Methode zu 41, 8Nm bestimmt. Der
Gütefaktor Q des Cantilevers beträgt 525.
Gezeigt werden zwei Messreihen von Frequenzveränderungen und Amplitudenverläufe von
jeweils drei verschiedenen Annäherungs-Kraft-Distanz-Kurven, die sich in den freien Am-
plituden unterscheiden. Über die analogen Eingänge am Nanoscope 5-Controller werden
die Spannungen der Frequenzänderungen und Amplitudenverläufe vom QFM-Modul in
Abhängigkeit der relativen Distanz der Spitze zur Oberfläche aufgenommen.

























(a) Originaldaten der Frequenzveränderungen
mit den zugehörigen geglätteten Verläufen
der ersten Messreihe, zu besseren Unter-
scheidung mit Offsets aufgetragen


















(b) Originaldaten der Amplitudenverläufe. Die
Daten benötigen keine Glättung.
Abbildung 4.1. – Die originalen Spannungsdaten der Frequenzshift- bzw. Amplitudenverände-
rungskanäle der ersten Messreihe.
Abbildung (4.1a) zeigt die gemessenen Spannungsdaten der Frequenzänderung (farbige
Signale) und die mit der in Kapitel (3.7) vorgestellten Methode geglätteten Daten (schwar-
ze Kurven) der ersten Messreihe. Um die Messungen besser voneinander unterscheiden zu
können, wurden die Daten mit Offsets aufgetragen. Wie zu erkennen ist, besitzen die
Signale der Frequenzänderungen, wie zuvor bereits erwähnt, die Verläufe, die an ein Len-
nard-Jones-Potential erinnern. Zudem ist zu erkennen, dass das Rauschen der Signale mit
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zunehmender Annäherung an die Oberfläche zunimmt.
Abbildung (4.1b) zeigt die gemessenen Spannungsverläufe der Amplitudenentwicklung. In
größerer Entfernung oszilliert der Cantilever mit der freien Amplitude. Beim Annähern an
die Oberfläche nimmt die Amplitude dann aufgrund der zunehmenden Wechselwirkung
proportional zur Distanz ab. Die Daten brauchen keine Glättung, da sie von vornherein
sehr rauscharm sind.























(a) Die aus den Spannungsdaten berechne-
ten Fequenzveränderungen in Hertz. Die
Daten wurden mit einem Messbereich von
75HzV aufgenommen.


















(b) Die aus den Spannungsdaten berechne-
ten Amplitudenverläufe in Nanometern.
Der Umrechnungsfaktor wurde zu 67nmV
bestimmt.
Abbildung 4.2. – Die aus den Spannungsdaten der ersten Messreihe berechneten Größen in
deren korrekten Einheiten.
In den Graphiken (4.2a) bzw. (4.2b) sind jeweils die geglätteten Frequenzänderungen
bzw. Amplitudenverläufe in den umgerechneten Einheiten zu sehen. Die Kurven der ge-
glätteten Frequenzveränderungen sind ohne Offset aufgetragen. Die drei jeweiligen Kurven
wurden bei unterschiedlichen freien Schwingungsamplituden aufgenommen. Für Messung
1 (rote Kurven) betrug die freie Amplitude A1=31.0nm, die freie Amplitude der zweiten
Messung (blaue Kurven) betrug A2=19.0nm. Bei der dritten Messung (grüne Kurven)
betrug die freie Amplitude A3=11,5nm.
Abbildung (4.2a) zeigt, dass mit abnehmender freier Amplitude die Beträge der Frequen-
zänderungen bei den jeweiligen Distanzen zunehmen. Da alle drei Kurven an dem selben
Punkt der Oberfläche mit nur einigen Sekunden Zeitdifferenz im Zuge einer Messreihe
aufgenommen wurden, sollten die aus den Frequenzänderungen und Amplitudenverläufen
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rekonstruierten Wechselwirkungspotentiale und Kräfte im Rahmen eines Fehlers identisch
sein.
Aus den in den Graphiken (4.2a) und (4.2b) dargestellten Daten wurden mit dem selbst-
verfassten Computerprogramm die resultierenden Kräfte und Wechselwirkungspotentiale
gemäß des mathematischen Formalismus aus Kapitel (2.5) berechnet. Dieses Computer-
programm benutzt im wesentlichen die Gleichungen (2.66) und (2.67). Da es sich bei den
Daten um diskrete Datenpunkte handelt, müssen die Integrale aus den Gleichungen nu-
merisch berechnet werden.
















(a) Die aus den Frequenzshifts und Amplitu-
denverläufen rekonstruierten Kräfte der
ersten Messreihe


























(b) Die aus den Frequenzshifts und Amplitu-
denverläufen rekonstruierten Wechselwir-
kungspotentiale der ersten Messreihe
Abbildung 4.3. – Die mathematisch rekonstruierten Kraft- und Potentialverläufe der ersten
Messreihe.
In den Abbildungen (4.3a) und (4.3b) sind diese berechneten Kräfte bzw. Wechselwir-
kungspotentiale der ersten Messreihe aufgetragen. Wie diese Abbildungen zeigen, liegen
die Potential- und Kraftverläufe der verschiedenen drei Messungen im Rahmen der Mess-
genauigkeit übereinander. Die attraktiven Adhäsionskräfte haben ihr Maximum bei allen
drei Messungen bei ca. 6nN. Danach erreicht die Spitze den repulsiven Bereich der Pauli-
Abstoßung. Der Kraftverlauf ist bei allen drei Messungen im Rahmen des Fehlers gleich.
Wie die Daten aus Abbildung (4.1a) erkennen lassen, treten in sehr großer Nähe des Canti-
levers zur Oberfläche nicht näher qualifizierbare Effekte auf, die einen untypischen Verlauf
der Signale verursachen. Ein Vergleich der aus diesen Datenbereichen berechneten Poten-
tiale bzw. Kräfte zeigt signifikante Unterschiede der Kraft bzw. Potentialverläufe in diesem
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Bereich. Darüber hinaus wächst das Rauschen speziell des Frequenzänderungssignals stark
an. Die im Vergleich zur Amplitude sehr große Nähe des Cantilevers zur Oberfläche lässt
die Spitze, speziell im unteren Umkehrpunkt, stark mit der Oberfläche wechselwirken. Da-
bei auftretende Effekte führen zu dieser Signalentwicklung bei weiterer Annäherung.
Eine dritte Größe, die aus dem Amplitudenverlauf mit Hilfe der Gleichung (2.85) berechnet
werden kann, ist die Energiedissipation der Cantileveroszillation pro Schwingungszyklus.
Sie ist in folgender Abbildung dargestellt.






















Abbildung 4.4. – Aus den Daten aus Abbildung 4.2b erechnete Energiedissipation pro Schwin-
gungszyklus
Abbildung (4.4) lässt erkennen, dass auch die pro Schwingungszyklus dissipierte Ener-
gie bis zu dem Bereich, wo oben erwähnte Unregelmäßigkeiten auftauchen, für alle drei
Messungen den gleichen Verlauf zeigt.
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Eine zweite Messreihe wurde an einem anderen Punkt der Goldoberfläche durchgeführt.
An diesem neuen Punkt wurden ebenfalls mit dem gleichen Cantilever Kraft-Distanz-






















(a) Originaldaten der Frequenzveränderungen
mit den zugehörigen geglätteten Verläufen
der zweiten Messreihe, zu besseren Unter-
scheidung wieder mit Offsets aufgetragen


















(b) Originaldaten der Amplitudenverläufe
der zweiten Messreihe. Auch diese Daten
benötigen keine Glättung.
Abbildung 4.5. – Die originalen Spannungsdaten der Frequenzshift- bzw. Amplitudenverände-
rungskanäle der zweiten Messreihe
Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in den Abbildungen (4.5a) und (4.5b) zu sehen.
Aufgetragen sind in Abbildung (4.5a) wieder die ursprünglich gemessenen Spannungen der
Frequenzänderungen, die zur besseren Differenzierung wieder mit Offsets versehen sind,
sowie die aus der in Kapitel (3.7) vorgestellten Methode resultierenden Glättungen, die
offsetbereinigt in Abbildung (4.6a) übereinander gelegt sind. In Abbildung (4.5b) sind die
Amplitudenveränderungen in Volt dargestellt. Die Form der Kurven ist analog zu denen
der ersten Messreihe.
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(a) Die aus den Spannungsdaten der zweiten
Messreihe berechneten Frequenzverände-
rungen in Hertz. Die Daten wurden eben-
falls mit einem Messbereich von 75HzV
aufgenommen.

















(b) Die aus den Spannungsdaten der zweiten
Messreihe berechneten Amplitudenverläu-
fe in Nanometern. Der Umrechnungsfak-
tor war wieder 67nmV .
Abbildung 4.6. – Die aus den Spannungsdaten der zweiten Messreihe berechneten Größen in
deren korrekten Einheiten.
In den Abbildungen (4.6a) und (4.6b) sind die geglätteten Frequenzänderungen bzw.
Amplitudenverläufe der zweiten Messreihe in den umgerechneten Einheiten zu sehen. Die
Kurven der geglätteten Frequenzveränderungen sind ohne Offset aufgetragen.
Für Messung 1 (rote Kurven) betrug die freie Amplitude A1=18,3nm, die freie Amplitude
der zweiten Messung (blaue Kurven) betrug A2=21,7nm. Bei der dritten Messung (grüne
Kurven) betrug die freie Amplitude A3=26,7nm.
In den Graphiken (4.7a) und (4.7b) sind die Ergebnisse der mathematischen Rekonstruk-
tion der Kräfte bzw. Wechselwirkungspotentiale aus den Daten der zweiten Messreihe
dargestellt. Diese Abbildungen lassen erkennen, dass sich auch bei dieser Messreihe die
aus den gemessenen Daten berechneten Kräfte und Potentiale bei den unterschiedlichen
freien Amplituden in guter Übereinstimmung gleichen. Der maximale Betrag der attrakti-
ven Adhäsionskräfte liegt bei dieser Messreihe bei ca. 4nN. Zu erklären ist der Unterschied
der maximalen Beträge der Adhäsionskräfte der beiden Messreihen mit der unterschiedli-
chen Lokalisation der Messpunkte auf der Substratoberfläche. An dem Punkt der zweiten
Messreihe herrschen im Vergleich zum Punkt der ersten Messreihe teilweise andere Ver-
hältnisse auf der Oberfläche. Zu nennen wären unter anderem statistische Fluktuationen
in der Dicke des an der Oberfläche kondensierten Wasserfilms oder Unterschiede im Cou-
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lombpotential an den beiden Punkten. Im Bezug der Größenordnung passen beide Messung
konsistent zusammen.














(a) Die aus den Frequenzshifts und Amplitu-
denverläufen der zweiten Messreihe rekon-
struierten Kräfte der zweiten Messreihe.
























(b) Die aus den Frequenzshifts und Amplitu-
denverläufen der zweiten Messreihe rekon-
struierten Wechselwirkungspotentiale der
zweiten Messreihe.
Abbildung 4.7. – Die mathematisch rekonstruierten Kraft- und Potentialverläufe der zweiten
Messreihe.
Zudem passen diese Werte im Vergleich zu Werten, die von anderen Arbeitsgruppen
unter ähnlichen Bedingungen gemessen und veröffentlicht wurden. So veröffentlichten
Schmutz et al. in ihrer Arbeit [Sch+07] Adhäsionskräfte zwischen einer AFM-Spitze und
einer Mica-Oberfläche1 im Bereich von 7nN. Diese Messung wurde im Ultrahochvakuum
ausgeführt. Ein Vergleich der Größenordnung liefert Übereinstimmung.
1Mica, oder auch Glimmer genannt, ist ein Schichtsilikat. Einzelne Schichten weisen eine ato-
mar glatte Oberfläche auf und werden daher bei AFM-Messungen vorzugsweise als Substrat
verwendet.
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Abbildung 4.8. – Energiedissipation pro Schwingungszyklus der zweiten Messreihe
Abbildung (4.8) zeigt die berechneten Verläufe der Energiedissipationen pro Schwin-
gungszyklus der einzelnen Messungen der zweiten Messreihe. Auch hier ist im Rahmen
des Fehlers eine gute Übereinstimmung zu erkennen.
Zusammmenfassend kann festgehalten werden, dass das Setup reproduzierbare Messungen
und der Auswerte-Algorithmus plausible Ergebnisse hervorbringt.
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4.2. Dynamische DNA Kraftspektroskopie-
Experimente
Im Folgenden werden die Ergebnisse diverser CE-Kraftspektroskopie-Experimente an DNA
vorgestellt. Alle Experimente wurden mit dem Cantilever BL-AC40TS-C2 der Firma
Olympus, Tokyo, Japan in PBS-Puffer unter neutralen pH-Bedingungen durchgeführt.
Die Kraftkonstanten der Cantilever wurde mittels der Thermal-Tune-Methode zu 0,06-
0,12Nm betimmt. Die Resonanzfrequenzen lagen im Bereich 33-35kHz, der Q-Faktor der
verwendeten Cantilever lag im Bereich 130. Die Annäherungs- und Rückziehgeschwindig-
keiten betrugen bei allen Messungen 100nms . Durch diese relativ kleine Geschwindigkeit
konnte das Rauschen der Signale verringert werden.
Gemessen wurden die Frequenzänderungen, Amplitudenänderungen und die Nettoverbie-
gungen des Cantilevers in Form des TM-Deflection-Signals in Abhängigkeit der Piezoposi-
tion. Frequenzshift, Amplituden und TM-Deflection wurden zunächst wieder als Spannun-
gen aufgenommen und im Anschluß in die jeweiligen, korrekten Einheiten umgerechnet.












































(a) Gemessene Frequenzshift- und Amplitu-
denverläufe einer DNA-Kraftkurve, freie
Amplitude 26,9nm














(b) Parallel gemessene Kraft. Zu sehen sind
Annäherung und Zurückziehen
Abbildung 4.9. – Ergebnisse der ersten Messung.
Abbildung (4.9a) zeigt die Frequenzshift- und Amplitudensignale einer Messung an
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DNA. Die Originaldaten sind soweit aufbereitet, dass der Frequenzshift als ein auf die
freie Resonanzfrequenz normierter Frequenzshift (dimensionslos) und die Amplitude in
Nanometer angegeben ist. Des Weiteren sind der Bereich der Kurve, in dem sich die Spit-
ze in unmittelbarer Nähe zur Oberfläche befindet (die Daten um die Distanz null), und
der Bereich nach dem Abriss des DNA-Moleküls von der Spitze nicht aufgetragen. Da der
Cantilever in unmittelbarer Nähe der Oberfläche einer sehr starken Wechselwirkung und
demzufolge einer starken Störung unterworfen ist, sind die Daten beider Kanäle in die-
sem Bereich stark verrauscht. Die Daten nach dem Abriss sind nicht mehr von Interesse.
In dem Bereich geht der Frequenzshift wieder auf null zurück und das Amplitudensignal
nimmt den Wert der freien Amplitude an. Neben den ursprünglichen Daten sind ebenfalls
die geglätteten Daten aufgetragen. Zur Rekonstruktion der Kraft aus den Frequenzshift-
und Amplitudendaten werden nur die Datenpunkte aus dem hier abgebildeten Bereich
verwendet.
Abbildung (4.9b) zeigt den Verlauf der aus der Nettoauslenkung (eine um die Oszilla-
tion bereinigte Auslenkung) berechneten Kraft bei Annäherung und Zurückziehen. Bei
Betrachtung dieser Kurven fällt als aller erstes ein beträchtliches periodisches und nieder-
frequentes Störsignal auf, das den Kraftverläufen in beiden Richtungen überlagert ist. Da
das Störsignal in der Kurve der Annäherung und das Störsignal in der Kurve der Rückbe-
wegung nahezu identisch sind, können als Ursache Interferenzeffekte angenommen werden.
Dieser Effekt tritt bei allen Messungen mit diesem Cantilever auf. Da der Cantilever ver-
hältnismäßig klein ist, trifft sehr viel auf die Goldoberfläche, die dieses Licht wiederum
reflektiert. Dieses von der Substratoberfläche reflektierte Licht interferiert dann auf dem
Detektor mit dem vom Cantilever reflektiertem Licht. Trotz ausgiebiger Justierversuche
von Laser- und Detektorposition konnte dieser Effekt nicht vollständig minimiert werden.
Um dennoch aus den Rückziehkurven einen brauchbaren Kraftverlauf zu erhalten, muss
dieses Störsignal aus den Rückziehkurven eliminiert werden. Dafür wird von der Rück-
ziehkurve die Annäherungskurve subtrahiert. Dabei wird ausgenutzt, dass die Störsignale
in beiden Richtungen annähernd gleich sind. Leichte Differenzen, die der Piezohysterese
geschuldet sind, konnten so minimiert werden. Durch die Subtraktion beider Kurven re-
sultiert ein Kraftverlauf, der geeignet ist, um mit dem Kraftverlauf verglichen zu werden,
der aus den Frequenzshift- und Amplitudensignalen rekonstruiert wird.
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berechnete Kraft (aus geglätteten Daten)
berechnete Energiedissipation




















(a) Rekonstruierte und gemessene Kraft sowie
die berechnete Energiedissipation.























(b) Wechselwirkungspotential, das mit dem
mathematischen Formalismus berechnet
wurde.
Abbildung 4.10. – Ergebnisse der mathematischen Rekonstruktion.
Abbildungen (4.10a) und (4.10b) zeigen den aus den in Abbildung (4.9a) dargestellten
Daten mathematisch rekonstruierten Kraftverlauf der Messungen an DNA in PBS-Puf-
fer mit der dazugehörigen Energiedissipation bzw. das rekonstruierte Potential. Zudem
ist zu Vergleichszwecken der gemessene, vom Störsignal weitgehend bereinigte, Kraftver-
lauf ebenfalls eingezeichnet. Es ist zu erkennen, dass der rekonstruierte Kraftverlauf im
Rahmen der Messungenauigkeiten sehr gut mit dem gemessenen, bereinigten Kraftverlauf
übereinstimmt. In beiden Fällen ist das Kraftplateau bei ca. 65pN klar zu sehen. Ein zwei-
tes Kraftplateau bei ca. 150pN ist ebenfalls in beiden Kurven zu sehen. Des Weiteren lässt
Abbildung (4.10a) erkennen, dass im Energiedissipationssignal bis zum Beginn des ersten
Plateaus keine signifikanten Veränderungen zu finden sind. Zu Beginn des ersten Plateaus
ist ein leichter Dip zu erahnen, der jedoch sofort wieder auf das Ausgangsniveau ansteigt
und unverändert bis zum Beginn des zweiten Plateaus bleibt. Auf Höhe des zweiten Plate-
aus ist ein deutlicherer Dip zu beobachten, der wieder von einem Anstieg gefolgt ist, bis es
danach der Dehnung des Moleküls entsprechend bis zum Abriss absinkt. Das kurzzeitige
Absinken während des zweiten Plateaus lässt erkennen, das dort Energie dissipiert, also
nicht-konservative Effekte stattfinden.
Abbildung (4.10b) zeigt das berechnete Wechselwirkungspotential, sowohl aus den unge-
glätteten als auch aus den geglätteten Daten. Die Ableitung dieses Potentials entspricht
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dem rekonstruierten Kraftverlauf aus Abbildung (4.10a).





aus geglätteten Daten berechnete Kraft
erweiterter WLC - Fit







Abbildung 4.11. – Kraftverlauf, berechnet aus dem geglätteten Datensatz, mit erweitertem
WLC-Fit.
Abbildung (4.11) zeigt den aus den geglätteten Daten rekonstruierten Kraftverlauf. Die
Daten bis zu Kräften von ca. 35pN wurden mit dem erweiterten Worm-Like-Chain-Modell
(Gleichung 2.27) gefittet. Als Fitparameter dienten die Persistenzlänge lP , die Konturlänge
L und das Dehnungselastizitätsmodul Φ, das ein Maß für die Steifigkeit der DNA darstellt.
Je größer der Betrag des Dehnungselastizitätsmoduls ist, desto steifer ist das DNA-Mo-
lekül. Der Fit ergab die Werte lP = 48 ± 3nm, L = 361 ± 7nm und Φ = 710 ± 113pN.
Der Wert für die Persistenzlänge stimmt sehr gut mit Angaben aus der Literatur zusam-
men, wo von Persistenzlängen von etwa 40-50nm gesprochen wird [Bou+99]. Der Wert des
Dehnungselastizitätsmoduls liegt jedoch um einen Faktor von fast 2 unter dem Wert, der
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mit einer statischen Kraftspektroskopiemessung bestimmt wurde (siehe Abbildung 2.15)
bzw. den Literaturwerten, bei denen von 1200-1300pN unter physiologischen Bedingungen
gesprochen wird [Bou+99].
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Im Folgenden werden die Ergebnisse eines weiteren Experiments vorgestellt.










































(a) Gemessene Frequenzshift- und Ampli-
tudenverlauf-Daten einer zweiten DNA-
Kraftkurve, freie Amplitude 8,8nm














(b) Parallel gemessene Kraft der zweiten Kur-
ve. Zusehen sind wieder Annäherung und
Zurückziehen. Auch hier ist das Störsignal
augenscheinlich.















berechnete Kraft (aus geglätteten Daten)
berechnete Energiedissipation




















(c) Rekonstruierte und gemessene Kraft so-
wie die berechnete Energiedissipation der
zweiten Kraftkurve.






















(d) Wechselwirkungspotential der zweiten
Kraftkurve, das wieder mit dem mathe-
matischen Formalismus berechnet wurde.
Abbildung 4.12. – Ergebnisse der zweiten Messung.
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Abbildung (4.12a) gibt die gemessenen Daten der Frequenzänderungen und Amplituden-
verläufe der zweiten Messung wieder mit den dazugehörigen Glättungen in dem relevanten
Bereich. Abbildung (4.12b) gibt die Daten der parallel gemessenen Nettoauslenkung wie-
der. Auch hier wurde wieder wegen des Störsignals die Differenz der Hin- und Rückkurve
gebildet, um einen Kraftverlauf zu erlangen, der vergleichbar mit dem rekonstruierten
Kraftverlauf ist.
Abbildung (4.12c) zeigt, dass auch bei dieser Messung die rekonstruierte Kraft sehr gut
mit der parallel gemessenen Kraft übereinstimmt. Auch hier ist wieder das Plateau bei ca.
65pN zu beobachten, ein zweites Plateaus ist nicht zu erkennen. Bei dieser Messung ist im
Signal der Energiedissipation im Bereich des Anstiegs zum ersten Plateau ein im Vergleich
zur ersten Messung deutlicher Abfall gefolgt von einem Anstieg auf das Ausgangsniveau
zu erkennen. In diesem Bereich finden nicht-konservative Effekte statt. Während des Pla-
teaus ist keine signifikante Änderung der Energiedissipation zu beobachten, bis das Signal
ab dem Ende des Plateaus wieder dem Kraftverlauf entsprechend abfällt.




aus geglätteten Daten berechnete Kraft
erweiterter WLC - Fit







Abbildung 4.13. – Kraftverlauf aus dem zweiten geglätteten Datensatz mit erweitertem WLC-
Fit.
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Abbildung (4.13) zeigt den zweiten, rekonstruierten Kraftverlauf mit einem erweiterten
WLC-Fit. Die Parameters dieses Fits waren lP = 47 ± 2nm, L = 130 ± 3nm und Φ =
260 ± 51pN. Auch bei diesen Werten ist zu bemerken, dass die Persistenzläge wieder gut
zu den Literaturwerten aus [Bou+99] passt, das Dehnungselastizitätsmodul jedoch wieder
sehr viel kleiner als der Literaturwert aus [Bou+99] ist.
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Die Ergebnisse einer dritten Messung sind nachfolgend dargestellt.







































(a) Gemessene Frequenzshift- und Ampli-
tudenverlauf-Daten einer dritten DNA-
Kraftkurve, freie Amplitude 10,8nm
















(b) Parallel gemessene Kraft der dritten Kur-
ve. Zu sehen sind wieder Annäherung und
Zurückziehen sowie die Differenz.









berechnete Kraft (aus geglätteten Daten)
berechnete Energiedissipation




















(c) Rekonstruierte und gemessene Kraft so-
wie die berechnete Energiedissipation der
dritten Messung.






















(d) Wechselwirkungspotential der dritten
Messung.
Abbildung 4.14. – Ergebnisse der dritten Messung.
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aus geglätteten Daten berechnete Kraft
erweiterter WLC - Fit







Abbildung 4.15. – Kraftverlauf aus den geglätteten dritten Datensatz mit erweitertem WLC-
Fit.
Abbildung (4.14a) zeigt die gemessenen Daten der Frequenzänderungen und Amplitu-
denverläufe der dritten Messung mit den dazugehörigen Glättungen. Abbildung (4.14b)
gibt die Daten der parallel gemessenen Nettoauslenkung wieder. Auch hier wurde die Dif-
ferenz der Hin- und Rückkurve gebildet, um einen vergleichbaren Kraftverlauf zu erlangen.
Auch bei dieser Messung stimmen die rekonstruierte Kraft und parallel gemessene Kraft
sehr gut überein, wie in Abbildung (4.14c) zu sehen ist. Das Plateau bei ca. 65pN ist klar
zu erkennen, ein zweites Plateaus ist nicht vorhanden. Auch bei dieser Messung ist im
Signal der Energiedissipation im Bereich des Anstiegs zum ersten Plateau ein deutlicher
Dip im Signal zu erkennen. Während des Plateaus ist keine signifikante Änderung der
Energiedissipation zu beobachten, bis das Signal ab dem Ende des Plateaus wieder dem
Kraftverlauf entsprechend abfällt.
Abbildung (4.15) zeigt den dritten, rekonstruierten Kraftverlauf mit einem erweiterten
WLC-Fit. Die Parameters dieses Fits waren lP = 52 ± 2nm, L = 201 ± 7nm und Φ =
530 ± 124pN. Auch hier der gleiche Sachverhalt: zum Literaturwert passende Persistenz-
länge, jedoch ein viel kleineres Dehnungselastizitätsmodul [Bou+99].
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Die Ergebnisse einer vierten Messung sind in den folgenden Abbildungen dargestellt.










































(a) Gemessene Frequenzshift- und Ampli-
tudenverlauf-Daten einer vierten DNA-
Kraftkurve, freie Amplitude 12,2nm














(b) Parallel gemessene Kraft der vierten Kur-
ve. Zu sehen sind wieder Annäherung und
Zurückziehen sowie die Differenz.










berechnete Kraft (aus geglätteten Daten)
berechnete Energiedissipation




















(c) Rekonstruierte und gemessene Kraft so-
wie die berechnete Energiedissipation der
vierten Messung.























(d) Wechselwirkungspotential der vierten
Messung.
Abbildung 4.16. – Ergebnisse der vierten Messung.
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aus geglätteten Daten berechnete Kraft
erweiterter WLC - Fit







Abbildung 4.17. – Kraftverlauf aus den geglätteten vierten Datensatz mit erweitertem WLC-
Fit.
Abbildung (4.16a) zeigt die gemessenen Daten der Frequenzänderungen und Amplitu-
denverläufe der vierten Messung. Die dazugehörigen Glättungen sind ebenfalls eingezeich-
net. Abbildung (4.16b) gibt die Daten der parallel gemessenen Nettoauslenkung wieder.
Auch hier wurde die Differenz der Hin- und Rückkurve gebildet, um einen vergleichbaren
Kraftverlauf zu erlangen.
Die rekonstruierte Kraft und die parallel gemessene Kraft zeigen im Rahmen des Fehlers
wieder eine gute Übereinstimmung, wie in Abbildung (4.16c) erkennen lässt. Das Plateau
bei ca. 65pN ist klar zu erkennen, ein zweites Plateaus ist nicht zu beobachten. Der Ver-
lauf der Energiedissipation zeigt im Bereich des Anstiegs zum ersten Plateau wieder einen
deutlicher Abfall des Signals mit anschließendem Anstieg auf das ursprüngliche Niveau bei
null. Während des Plateaus bleibt der Verlauf der Energiedissipation konstant bei null,
bis das Signal ab dem Ende des Plateaus wieder dem Kraftverlauf entsprechend abfällt.
Abbildung (4.17) zeigt den vierten, rekonstruierten Kraftverlauf mit einem erweiterten
WLC-Fit. Die Parameters dieses Fits waren lP = 49 ± 2nm, L = 231 ± 3nm und Φ =
470 ± 93pN. Die Vergleiche dieser Fitparameter mit den jeweiligen Literaturwerten erge-
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ben ähnliche Ergebnisse wie die drei Messungen zuvor.
Die Ergebnisse einer fünften Messung werden nachfolgend vorgestellt.








































(a) Gemessene Frequenzshift- und Ampli-
tudenverlauf-Daten einer fünften DNA-
Kraftkurve, freie Amplitude 13,7nm


















(b) Parallel gemessene Kraft der fünften Kur-
ve. Zu sehen sind wieder Annäherung und
Zurückziehen sowie die Differenz.









berechnete Kraft (aus geglätteten Daten)
berechnete Energiedissipation




















(c) Rekonstruierte und gemessene Kraft so-
wie die berechnete Energiedissipation der
fünften Messung.






















(d) Wechselwirkungspotential der fünften
Messung.
Abbildung 4.18. – Ergebnisse der fünften Messung.
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aus geglätteten Daten berechnete Kraft
erweiterter WLC - Fit







Abbildung 4.19. – Kraftverlauf aus dem fünften geglätteten Datensatz mit erweitertem WLC-
Fit.
Abbildung (4.18a) zeigt die gemessenen Daten der Frequenzänderungen und Amplitu-
denverläufe der fünften Messung. Die dazugehörigen Glättungen sind ebenfalls eingezeich-
net. Abbildung (4.18b) gibt die Daten der parallel gemessenen Nettoauslenkung wieder.
Auch hier wurde die Differenz der Hin- und Rückkurve gebildet, um einen vergleichbaren
Kraftverlauf zu erlangen.
Die im Rahmen des Fehlers gute Übereinstimmung der rekonstruierte Kraft mit der par-
allel gemessene Kraft ist auch in Abbildung (4.18c) zu beobachten. Das Plateau bei ca.
65pN ist wieder klar zu erkennen. Ein zweites Plateau könnte kurz nach dem ersten Pla-
teau vermutet werden. Eine ähnliche Struktur ist zu erkennen. Jedoch tritt diese Struktur
bei einer Kraft von ca. 90pN auf, woraus geschlossen werden kann, dass es sich nicht um
das zweite Plateau der DNA im eigentlichen Sinne handelt. Diese Plateaus werden im
Allgemeinen bei Kräften um 150pN beobachtet. Vielmehr liegt die Vermutung nahe, dass
es sich bei dieser Struktur um ein zufälliges Ereignis handelt, das nicht näher klassifiziert
werden kann. Der Verlauf der Energiedissipation zeigt im gesamten Verlauf ein konstantes
Verhalten. Im Bereich des Anstiegs zum ersten Plateau kann, wie bei der ersten Messung,
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allenfalls ein leichter Dip erahnt werden. Während des Plateaus bleibt der Verlauf der
Energiedissipation ebenfalls konstant bei null, bis das Signal ab dem Ende des Plateaus
dem Kraftverlauf entsprechend abfällt.
Abbildung (4.19) zeigt den zweiten, rekonstruierten Kraftverlauf mit einem erweiter-
ten WLC-Fit. Die Parameters dieses Fits waren lP = 53 ± 4nm, L = 165 ± 4nm und
Φ = 200± 33pN. Auch diese Parameterkombination bestätigt die Tendenz der vorherigen
Vergleiche zu den Literaturwerten aus [Bou+99].
5. Diskussion der Ergebnisse
Werden alle dynamischen Kraftspektroskopiemessungen an DNA miteinander verglichen,
so kann zunächst festgestellt werden, dass bei allen Messungen die Dehnungselastizitäts-
module, die als Fitparameter des erweiterten WLC-Modells auftreten, signifikant unter
den Literaturwerten liegen, die bei quasistatischen Dehnungsexperimenten an DNA be-
obachtet wurden [Bou+99] und die ebenfalls bei quasistatischen Messungen im Rahmen
dieser Arbeit ermittelt wurden (siehe Abbildung 2.15).
Eine Abhängigkeit der Elastizitätsmodule von anderen Größen wie z.B. der Konturlänge
oder der freien Amplitude kann bei diesen fünf Ereignissen nicht erkannt werden.
Der Hauptunterschied der in dieser Arbeit verwendeten Methode zu quasistatischen AFM-
Kraftspektroskopieexperimenten ist die Oszillation des Cantilevers. Dieser Sachverhalt legt
nahe, dass die zusätzliche Dynamik des oszillierenden Cantilevers die Elastizität von dsD-
NA-Molekülen herabsetzt. Diskutiert werden muss dieser Sachverhalt vor dem Hinter-
grund, dass die Oszillation des Cantilevers zu hochfrequenten Streckungen und Relaxatio-
nen der DNA führt. Das dabei zusätzlich auftretende Aufbrechen der Basenpaare und der
damit verbundene Rückgang der stabilisierenden Stapelwechselwirkungen sowie dem Auf-
brechen zusätzlich stabilisierender Wasserstoffbrückenbindungen setzt die Elastizitäten im
Vergleich zu quasistatischen Experimenten dementsprechend herab.
Werden die Verläufe der Energiedissipationen betrachtet, so fällt auf, dass bei den beiden
Messungen mit den größeren freien Amplituden (>13nm) praktisch keine Energiedissipa-
tionen zu beobachten und allenfalls zu erahnen sind. Bei den anderen drei Messungen
(freie Amplituden <13nm) sind Energiedissipationen von einem Betrag von ca. 30meV
pro Schwingungszyklus zu beobachten. Diese Energiedissipationen treten nur während des
Übergangs zum ersten Plateau auf. Während des Plateaus sind keine weiteren Beiträge
zur Energiedissipation zu beoachten.
Die Energiedissipation beschreibt den Unterschied in den auf die Spitze wirkenden Kraft-
verläufen während der Hin- und Zurückbewegung der Spitze in einem Schwingungszyklus.
Unterscheiden sich die Kraftverläufe (durch nicht-konservative Effekte), so entspricht dies
einer Energiedifferenz. Diese geleistete Arbeit entspricht der Energiedissipation.
Übertragen auf die Energiedissipationsverläufe der Messungen bedeutet dies, dass während
des Beginns des Übergangs zum ersten Plateau dissipative Effekte auftauchen, die repro-
duzierbar nachgewiesen werden können. In diesen Bereichen unterscheiden sich dement-
sprechend die Kraftverläufe während der Hin- bzw Rückbewegung in einem Schwingungs-
zyklus. Unterschiede im Kraftverlauf bei Hin- und Rückbewegungen während der Dehnung
von dsDNA sind auch mit statischen Kraftspektroskopiemethoden zu beobachten (→ Hys-
terese). Diese Hysteresen sind ebenfalls während des Übergangs zum bzw. zu Beginn des
ersten Plateaus zu beobachten [SCB96]. Daher kann daraus geschlossen werden, dass die
Effekte, die verantwortlich für das Auftreten der Energiedissipationen im Rahmen dieser
Messungen sind, womöglich die gleichen Effekte sind, die das Auftreten der Hysterese bei
statischen Kraftspektroskopieexperimenten verursachen.
Nach dem Modell von Williams et al. [Wil+01a] sind das zum einen irreversibel geschmol-
zene Domänen im DNA-Molekül und zum anderen die Tatsache, dass die Rekombination
der Basenpaare beim Relaxieren sehr lange braucht [RB01a]. Die zweite der beiden ge-
nannten Tatsachen könnte zudem dafür verantwortlich sein, dass bei den beiden Messungen
mit den größten Amplituden keine signifikanten Energiedissipationen zu beobachten sind.
Eine große Amplitude bei gleicher Frequenz bedeutet ein höhere Bahngeschwindigkeit der
Spitze. Bei großen Amplituden ist diese Geschwindigkeit der Spitze so groß, dass die im
Vergleich dazu langsame Rekombination nicht mehr stattfinden kann. Dem Modell ent-
sprechend fände somit auf der Zeitskala der Cantileverschwingung keine Rekombination
zu einem Doppelstrang statt. Dies würde zum Ausbleiben dissipativer Effekte führen. Die
Streckung des Polymers wäre nur enthalpischer Natur.
Die Frage, warum nur zu Beginn des ersten Plateaus Energiedissipationen zu beobachten
sind, bei größerer molekularer Extension während des Plateaus jedoch keine Dissipationen
messbar sind, lässt sich hiermit nur modellhaft erklären.
Würde Energiedissipation während des Plateaus gemessen, so wäre dies gleichbedeutend
mit der Detektion irreversibel geschmolzener Domänen durch die Oszillation des Cantile-
vers in der Größenordnung der Amplitude. Zudem ist auch hier die Zeitskala, auf der die
Detektion der Energiedissipation stattfinden muss, vorgegeben durch die Schwingungsfre-
quenz des Cantilevers (ca. 30-35kHz). Nach Rouzina und Bloomfield braucht die Rekom-
bination der Basenpaare beim Relaxieren sehr lange. In ihrer Arbeit [RB01a] berichten sie
von 3 bis 3000 Basenpaare pro Sekunde. Dies legt die mögliche Interpretation nahe, das
die Detektion der Energiedissipation bedingt durch die zeitliche Skala zu keinem Ergebnis
führt.
Im Bereich des Plateauonsets sind nur wenige Basenpaare bereits geschmolzen. Der DNA-
Strang liegt noch relativ geordnet als Doppelstrang vor. Rekombinationen in diesem Be-
reich können daher schneller stattfinden. Somit besteht aus zeitlicher Sicht hier die Mög-
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lichkeit, die Energiedissipation zu messen, was zu den in dieser Arbeit gemessenen Ergeb-
nissen führt.
Daher sind unter diesen Annahmen die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit ausgeführ-
ten Experimente konsistent mit den bereits zuvor publizierten Ergebnissen und Modellen
[SCB96; RCG99; Wil+01a; Mam+09; Gro+11].
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6. Zusammenfassung und Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein bestehendes, kommerzielles Rasterkraftmikroskop um
einen neuen Messmodus erweitert und darauf aufbauend eine neuartige Form von dyna-
mischen Kraftspektroskopieexperimenten an einzelnen DNA-Molekülen durchgeführt.
Ein Multimode V-AFM wurde mit einem QFM-Modul kombiniert, um auf diese Weise
einen selbstangeregten Frequency-Modulation-Modus (FM-Modus) mit konstanter Anre-
gung zu ermöglichen. Im Gegensatz zu dem regulären Amplitude-Modulation-Modus (auch
Tappig-Modus genannt) oszilliert der Cantilever, durch eine spezielle Feedback-Schleife
ermöglicht, selbstangeregt und somit immer bei seiner aktuellen Resonanzfrequenz. Die
Amplitude der Anregung durch den Anregungspiezokristall wird konstant gehalten, ledig-
lich die Frequenz der Anregung ändert sich der aktuellen Resonanzfrequenz des Cantilevers
entsprechend. Dies bedeutet, dass sowohl die Schwingungsamplitude der Cantileverschwin-
gung als auch die Resonanzfrequenz je nach äußerer Wechselwirkung variiert. Die Reso-
nanzfrequenzänderung relativ zu der freien Resonanzfrequenz des Cantilevers sowie die
Amplitudensignale können vom QFM-Controller abgegriffen und aufgenommen werden.
Mit dieser Technologie lassen sich Topographie-Bilder erstellen. Die Abhängigkeit der
Amplitude ist bei diesem Modus, im Gegensatz zum Tapping-Modus, sehr viel sensiti-
ver bezüglich der Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe. Daher ist die mechanische
Belastung der Probe deutlich kleiner, was bedeutet, dass dieser Modus besonders für die
Abbildung von weichen Proben geeignet ist.
Neben dem Abbilden kann dieser Modus jedoch ebenfalls dazu verwendet werden, dynami-
sche Kraftspektroskopieexperimente durchzuführen. Dies stellt den Kern dieser Arbeit dar.
Nach erfolgreicher Implementierung des QFM-Moduls in das vorhandene Multimode V-
AFM wurden zunächst Kraftkurven auf reinen, unfunktionalisierten Goldsubstratoberflä-
chen aufgenommen. Ein sehr großer Vorteil der Kraftspektroskopieexperimente in diesem
Modus ist das Ausbleiben von sogenannten Snap-to-Contact-Effekten. Die Ursachen die-
ser Effekte, die hauptsächlich bei Kraftspektroskopieexperimenten an Luft auftreten, sind
unter anderem Adhäsion und elektrostatische Effekte. Da an Luft immer ein dünner Was-
serfilm auf den Substratoberflächen angelagert ist, treten bei der Annäherung der Spitze
an die Oberfläche bei bestimmten Abständen Adhäsionskräfte auf, die die Spitze dann
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unmittelbar auf die Oberfläche ziehen. Beim Zurückziehen sind diese Kräfte dann verant-
wortlich für ein längeres Verbleiben der Spitze auf der Oberfläche trotz Zurückfahrens des
z-Piezos. Die Spitze „klebt“ an der Oberfläche, bis die Auslenkung und somit die Kraft
des Cantilevers groß genug ist, um sich von der Oberfläche zu lösen. Danach springt die
Spitze unmittelbar zu der aktuellen Position, zu der der z-Piezo bereits gefahren ist. Diese
Effekte erschweren somit die Vermessung des Wechselwirkungsbereichs in unmittelbarer
Nähe der Oberfläche. Durch Verwendung des neuen Modus konnten jedoch Kraftspektro-
skopiekurven aufgenommen werden, bei denen dieser Effekt ausblieb. Dabei wurden der
Resonanzfrequenzshift und die Amplitude der Cantileverschwingung aufgenommen. Mit
einem selbst programmierten Algorithmus konnte aus diesen beiden gemessenen Kanälen
der Kraftverlauf rekonstruiert werden. Der Bereich in unmittelbare Nähe zur Oberflä-
che konnte somit ebenfalls vermessen werden. Der Kraftverlauf im zunächst attraktiven
Wechselwirkungsbereich konnte ebenso gemessen werden wie der anschließende repulsive
Bereich. Diese Messungen wurden mit verschiedenen Cantilevern bei verschiedenen frei-
en Amplituden durchgeführt und lieferten in sich konsistente Ergebnisse. Ein Vergleich
dieser Ergebnisse mit vergleichbaren Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [Sch+07] liefer-
ten ein gute Übereinstimmung. Damit konnte zunächst gezeigt werden, dass sowohl der
Versuchsaufbau funktioniert als auch die Auswertung mit Hilfe des selbst geschriebenen
Programms konsistente Ergebnisse liefert.
Darauf aufbauend wurden die Einzelmolekül-Kraftspektroskopieexperimente durchgeführt.
Die Dehnung einzelner dsDNA-Moleküle ist seit den grundlegenden Arbeiten von Smith et
al. von 1992 immer wieder Gegenstand von experimentellen als auch theoretischen Arbei-
ten. Aufgrund der herausragenden Rolle von DNA als Biomolekül ist das Verständnis der
mechanoelastischen sowie thermodynamischen Charakteristika von DNA von außerordent-
lichen Interesse. Verschiedenste Modelle des Verhaltens von DNA unter Dehnung wurden
entwickelt. Aktuell kann jedoch kein Modell alle bisher beobachteten Merkmale erklären.
Die kraftspektroskopischen Untersuchungen in dieser Arbeit sollen zum Verständnis bei-
tragen.
Damit DNA mit Hilfe eines AFM gestreckt werden kann, muss das DNA-Molekül an ei-
nem Ende an einer AFM-Spitze und mit dem anderen Ende an einer Substratoberfläche
fest anbinden. Während dieser Arbeit wurden mehrere verschiedene Protokolle getestet,
dies mittels spezifischer Bindungen zu erreichen. Hintergrund dieser Versuche war es, die
Wahrscheinlichkeit für verwertbare Kraftkurven zu erhöhen. Leider führte keine Versuchs-
reihe zu den gewünschten Ergebnissen. Während dieser Messungen konnten mit keinem
Protokoll verwertbare Kurven gemessen werden, woraus geschlossen wird, dass die ver-
wendeten Präparationsprotokolle einen gegenteiligen Effekt haben. Über die Gründe kann
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nur spekuliert werden. Am wahrscheinlichsten sind die Gründe in der Cantileverschwin-
gung zu suchen. Sie stellt den Hauptunterschied zu quasistatischen AFM-Kraftspektrosko-
pieexperimenten dar. Die Frequenzen der Cantileverschwingungen liegen im Bereich 104
bis 105Hertz. Die Assoziationskonstanten der spezifischen Bindungen liegen im Bereich
kon = 105M−1s−1. Ein Vergleich lässt darauf schließen, dass die spezifischen Bindungen
aufgrund der Größenordnung der Schwingungsfrequenz nicht genügend Zeit für ein stabile
Ausbildung der Bindung haben.
Somit wurde die konventionelle Methode unter Ausnutzung zufälliger, unspezifischer Bin-
dungen zur Präparation der DNA verwendet. Geringe Binderaten im Zusammenhang mit
unspezifischen Wechselwirkungen machen es schwer, eine ausreichende Menge an Daten
aufzunehmen. Durch den Effekt des oszillierenden Cantilevers wird diese Menge nochmals
reduziert ist, was die Anzahl verwertbarer Kurven, die im Laufe dieser Arbeit aufgenom-
men werden konnten, nochmals reduziert.
Neben der passenden Präparation ist auch die Wahl der Cantilever ein wichtiger Faktor.
Ziel der Experimente war neben der Aufnahme der Resonanzfrequenz- und Amplitudenän-
derungen auch die parallele Aufnahme der Nettoauslenkung und somit der direkten Kraft.
Die parallel aufgenommene Kraft kann dann mit der aus den anderen beiden Kanälen
rekonstruierten Kraft verglichen werden. Neben der konservativen Kraft ermöglicht die
Aufnahme der Amplitudenänderung die Berechnung der Energiedissipation pro Schwin-
gungszyklus. Diese Energiedissipation liefert weitere Informationen über den Dehnungs-
vorgang. Damit jedoch solche Messungen erfolgreich durchgeführt werden können, muss
der benutzte Cantilever einige Kriterien erfüllen. Der Cantilever muss sich durch einen
hohen Q-Faktor bei einer möglichst großen Resonanzfrequenz auszeichnen damit seine
Dämpfung klein ist. Im Laufe der Arbeit wurden viele verschiedene Cantilever getestet,
bis schließlich ein Cantilevertyp gefunden wurde, der diese Messungen ermöglichte.
Unter Verwendung der passenden Cantilever und mit dem „richtigen“ Präparationsproto-
koll konnten schließlich bei verschiedenen Messreihen Messkurven aufgenommen werden,
die sich auswerten ließen und nach der Auswertung mit dem selbst programmierten Algo-
rithmus einen schlüssigen Kraftverlauf lieferten. Die rekonstruierten Kraftverläufe dieser
Messungen stimmten im Rahmen eines Messfehlers sehr gut mit den parallel gemessenen
Kräften überein, was für die Funktionalität der Methode spricht. Somit konnten die Ziele,
den Messmodus zu implementieren, eine Auswertealgorithmus zu erstellen und Einzelmo-
lekül-Kraftspektroskopieexperimente an DNA erfolgreich durchzuführen, erreicht werden.
Die Frage nach neuen Einblicken in die Natur des Phasenübergangs eines DNA-Moleküls
durch Analyse der Energiedissipation pro Schwingungszyklus konnte nicht abschließend
geklärt werden. Zwar können die gemessenen Energiedissipationsverläufe konsistent mit
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schon existierenden theoretischen Modellen der Phasenübergänge bei dsDNA-Molekülen
erklärt werden, neue Erkenntnisse ließen sich aus den Kurven bislang leider nicht extra-
hieren.
In der in dieser Arbeit vorgestellten Methode der Kraftspektroskopie liegt ein großes Po-
tential, neue Erkenntnisse über das mechanoelastische und thermodynamische Verhalten
von, im Allgemeinen, Biopolymeren zu erhalten. Ein Nachteil, der nicht verschwiegen wer-
den sollte, ist die große Empfindlichkeit der Methode gegenüber äußeren Störungen, wie
z.B. Erschütterungen oder Schall.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten aus zeitlichen Gründen selbstverständlich nicht alle
Präparationsmethoden getestet werden. In diesem Bereich bestehen für zukünftige Anwen-
dungen noch einige Möglichkeiten der Optimierung des Verfahrens, um die Ausbeute von
verwertbaren Kurven zu erhöhen. Des Weiteren kann durch die weiterführende Suche und
anschließende Wahl von noch geeigneteren Cantilevern der Messprozess verbessert werden
und unter Umständen die Auflösung sowohl der Kraft als auch der Energiedissipation ver-
bessert werden. Dies würde die Möglichkeit bieten, Effekte während des Überstreckens von
dsDNA im Signal der Energiedissipation zu finden, die bisher noch nicht aufgelöst werden
konnten.
Ein weiterer Punkt für zukünftige Entwicklungen ist die theoretische Untermauerung der
experimentellen Ergebnisse. Die Form der in dieser Arbeit aufgenommenen und rekon-
struierten Kraftverläufe weicht teilweise von der Form von Kraftverläufen, die in ande-
ren Veröffentlichungen [Bou+99; RCG99] publiziert wurden, ab. Deutlich macht dies der
Vergleich der Fitparameter des erweiterten WLC-Modells (Persistenzlänge, Elastizitäts-
modul). Der Einfluss der Cantileveroszillation und der damit zusätzlichen Dynamik auf
das Dehnungsverhalten von dsDNA ist ein Punkt, der theoretischer Analyse bedarf. Auf-
bauend auf solchen Ergebnissen könnten die CE-Kraftkurven qualitativ und quantitativ
effektiver analysiert werden.
In dieser Arbeit wurden die Grundlagen für die Durchführung und Auswertung kraft-
spektroskopischer, im Constant-Excitation-Modus durchführbarer Messungen an dsDNA
geschaffen. Nach einer ausführlichen Suche der passenden Rahmenbedingungen für die
Messungen an dsDNA konnte die Funktionalität der Methode anhand erfolgreich aufge-
nommener Kurven gezeigt werden.
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